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Zusammenfassung 
Immunchemische und massenspektrometrische Charakterisierung der  
Shiga Toxin-Rezeptoren in porzinen Geweben und Organen 
Bonse, Robert Guido Rudolf 
 
 Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC), eine Untergruppe der Shiga Toxin (Stx)-
produzierenden Escherichia coli (STEC), verursachen beim Menschen Darminfektionen, 
verbunden mit systemischen Komplikationen, wobei das hämolytisch-urämische Syndrom (HUS) 
die schwerste Erkrankung darstellt. Verursacher sind Stx vom Subtyp Stx2a und/oder Stx1a, die 
Gefäßschädigungen in der Niere und im Gehirn hervorrufen. Ähnlich schwere Infektionen werden 
durch STEC-Stämme ausgelöst, die Stx vom Subtyp Stx2e freisetzen, aber nicht humanpathogen, 
sondern bei Schweinen für die Ödemkrankheit verantwortlich sind. Das Krankheitsbild ist neben 
ausgeprägten Ödemen mit perivaskulären Blutungen durch zentralnervöse Störungen und häufig 
letalem Ausgang gekennzeichnet. Human- und tierpathogene Stx-Subtypen binden an 
Glykosphingolipide (GSL) der Globo-Serie, was den Initialschritt systemischer Zellschädigungen 
darstellt. Aufgrund der Unterschiede aber auch Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Symptome und 
Pathogenese bei Mensch und Schwein von Stx-vermittelten Erkrankungen wurde ein umfassender 
Rezeptorstatus von 26 Organen und Geweben eines männlichen und eines weiblichen 
Absetzferkels immunchemisch und massenspektrometrisch mittels ESI-Q-TOF MS erstellt.  
 Die klassischen in Humangeweben beschriebenen Stx-Rezeptoren Globotriaosylceramid (Gb3Cer) 
und Globotetraosylceramid (Gb4Cer) mit den Lipidvariationen Cer (d18:1, C16:0), Cer (d18:1, 
C22:0) und Cer (d18:1, C24:1/C24:0) wurden in allen untersuchten Geweben und Organen der 
Ferkel beiderlei Geschlechts nachgewiesen: im Darm (Duodenum, Jejunum, Ileum und Kolon), 
Harntrakt (Ureter und Harnblase) und Gehirn (Cerebrum und Cerebellum), des Weiteren in der 
Niere (Cortex, Medulla und Pelvis), Milz, Leber, Gallenblase, Lunge und in Dünndarm- und 
Mesenterial-Lymphknoten sowie im Magen, Pankreas, Herz und weiteren Geweben. Neben 
Gb3Cer und Gb4Cer bindet Stx2e als einziger bisher bekannter Stx-Subtyp auch an das Forssman-
GSL, das vom Menschen nicht exprimiert wird und beim Schwein nur in Muskelgewebe und im 
Jejunum des männlichen Tieres detektiert wurde. 
 Das langfristige Ziel derartiger Tierstudien besteht darin, die Abläufe und Pathogenese STEC-
vermittelter Gewebe- und Organschädigungen nachzuvollziehen und die unterschiedlichen 
Wirkungen der verschiedenen Stx-Subtypen auf Mensch und Tier besser zu verstehen. 
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1.1 Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli 
 
 Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli (STEC) gehören zu einer Gruppe von 
Escherichia coli (E. coli, Familie der Enterobacteriaceae), die in der Lage sind, ein 
oder mehrere Subtypen dieses AB5-Toxins freizusetzen. Als enterohämorrhagische E. 
coli (EHEC) bezeichnet man die humanpathogene Subgruppe der STEC, die beim 
Menschen nicht-blutige und blutige Durchfälle, lokal-entzündliche Prozesse, 
hämorrhagische Colitis (HC) sowie lebensbedrohliche systemische Komplikationen, 
wie das hämolytisch-urämische Syndrom (HUS) auslösen können [86]. Dieser klinisch-
pathologische Aspekt grenzt EHEC von apathogenen/opportunistischen E. coli ab, da 
diese Bakterien als physiologischer Bestandteil der humanen und tierischen Darmflora 
vorkommt und als Symbiosepartner u. a. an der Vitamin K-Versorgung mitwirkt 
[15,59]. Im Jahre 1983 wurde erstmals ein aus humanen Stuhlproben isolierter E. coli-
Stamm beschrieben, dessen produziertes Toxin eine letale Wirkung auf 
Nierenepithelzellen der afrikanischen Grünmeerkatze hatte (green monkey vero cells) 
[28]. Kurz darauf wurde ein E. coli-Stamm vom Serotyp O157:H7 als möglicher 
Erreger für einen epidemischen Ausbruch mit blutigen Diarrhoen in den U.S.A. 
identifiziert [61]. Das von ihm produzierte Toxin wurde wegen seiner Fähigkeit, 
Verozellen irreversibel zu schädigen, „Verotoxin“ genannt, anschließend aber auch, 
aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit mit dem Toxin Typ 1 von Shigella 
dysenteriae, als Shiga Toxin (Stx) oder auch Shiga-like Toxin bezeichnet. EHEC zählen 
weltweit zu den bedeutendsten Erregern für Lebensmittelvergiftungen und schwere, 
bakterielle Darmerkrankungen, wie z. B. enterohämorrhagische Colitis, verbunden mit 
extraintestinalen Komplikationen, wie das Nierenversagen bei Kindern. Seit Einführung 
der Meldepflicht für EHEC-bedingte Erkrankungen im Jahre 1998, werden dem Robert 
Koch-Institut (RKI) ca. 1000 EHEC-Erkrankungen pro Jahr gemeldet [69]. Der 
Altersmedian der Erkrankten liegt bei ungefähr 4 Jahren, wobei beide Geschlechter 
nahezu gleich betroffen sind [69]. 
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 Die generelle Übertragung von STEC erfolgt durch orale Aufnahme von 
kontaminierten Lebensmitteln, durch direkten Kontakt mit infizierten Menschen oder 
Tieren, oder durch Aufnahme der Krankheitserreger aus verseuchter Umgebung (z. B. 
beim Schwimmen in kontaminierten Gewässern) [26,56]. Wiederkäuer, insbesondere 
Kühe als asymptomatische Ausscheider, gelten als das Hauptreservoir von STEC 
[26,59]. Es wurden aber auch vereinzelte Fälle von EHEC-Infektionen durch befallene 
Nicht-Wiederkäuer (z.B. Schweine, Hunde, Katzen) berichtet; ihre Bedeutung als 
Verbreiter von EHEC wird aber als gering eingeschätzt [69]. STEC-Infektionen zählen 
zu den zoonotischen Erkrankungen, da laut World Health Organisation (WHO) alle 
Krankheiten als Zoonosen gelten, bei denen das infizierende Agens auf natürliche 
Weise zwischen Mensch und Wirbeltier übertragbar ist, womit STEC als zoonotischer 
Erreger einzustufen ist [26]. Die hohe Virulenz bei einer minimalen Infektionsdosis von 
50 bis 100 Keimen (gezeigt für O157:H7) [88] und eine bemerkenswert hohe 
Widerstandsfähigkeit gegenüber Umwelteinflüssen und Säuren erleichtern die Mensch-
zu-Mensch Übertragung und begünstigen epidemische Ausbrüche des Erregers [64]. So 
kam es zum Beispiel im Dezember 1992 in den Vereinigten Staaten von Amerika zu 
einem EHEC-Ausbruch, der von einem E. coli O157:H7-Stamm verursacht wurde. Die 
Infektionen waren die Folge von unzureichend durchgegarten Hamburger-Bratlingen 
einer Fast-Food-Kette. Insgesamt wurden 501 Infektionen dokumentiert, wonach sich 
151 Patienten einer stationären Behandlung unterziehen mussten. 45 Patienten 
entwickelten ein HUS, woran 3 Patienten verstarben [3].  
 Der letzte große epidemische Ausbruch in Deutschland erfolgte im Mai 2011. Das RKI 
meldete einen alarmierenden Anstieg von Fallzahlen von hämorrhagischer Colitis und 
HUS, ausgelöst durch den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln, in diesem Fall 
durch Sprossen [49]. Nach Aufschlüsselung des Genoms des auslösenden Keimes durch 
die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Dr. h.c. Helge Karch, Institut für Hygiene der 
Universität Münster, stellte sich heraus, dass dieser Ausbruch auf einen Stx-
produzierenden E. coli-Stamm vom Serotyp O104:H4 mit den Adhäsionseigenschaften 
eines enteroaggregativen E. coli zurückzuführen war [49]. Mit laut RKI 4333 
berichteten Infektionen (darunter 852 Fälle von HUS und 50 Todesfällen), zeigte dieser 
bislang größte Ausbruch in Deutschland, was für extreme Folgen diese EHEC-Epidemie 
für die infizierten Personen hatte [5].  
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1.2 Shiga Toxine 
 
 Bei den E. coli Shiga Toxinen werden 2 Typen unterschieden, und zwar Shiga Toxin 
Typ 1 (Stx1) und Shiga Toxin Typ 2 (Stx2). Vor allem Stx1 hat sehr große Ähnlichkeit 
mit dem Toxin Typ 1 von Shigella dysenteriae, weshalb die Stx auch unter den 
Synonymen Shiga-like toxins (SLT) und, bedingt durch ihre Zytotoxizität auf 
Verozellen, als Verotoxine (VT) bekannt sind. Bis heute wurden zahlreiche Subtypen 
der Toxine mit abweichenden Eigenschaften in Proteinstruktur und Stx-Antigenität 
entdeckt und einheitlich mit Buchstaben benannt. Dies sind die Stx1-Subtypen Stx1a, 
Stx1c und Stx1d sowie die Stx2-Subtypen Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f und 
Stx2g [76]. Zudem unterscheiden sie sich in ihrer Pathogenität und dem ausgelösten 
Krankheitsbild voneinander, sodass nicht jedes Stx dieselben Symptome hervorruft. Die 
häufigsten EHEC-Stämme, die aus Stuhlproben von deutschen HUS-Patienten isoliert 
werden, besitzen die Gene für Stx1a, Stx2a oder Stx2c, entweder als einzelne Gene oder 
in Kombination [25]. Über die molekularbiologische Identifizierung des Stx-Subtyps 
lässt sich so eine Risikoabschätzung über die Schwere des klinischen 
Krankheitsverlaufs des Patienten machen. 
 Stx gehören zur Familie der AB5-Toxine, zu der z. B. auch das Cholera-Toxin zählt, 
und setzt sich aus einer A- und fünf B-Untereinheiten zusammen. Die 5 strukturgleichen 
B-Untereinheiten bilden zusammen ein Pentamer, welches für das Andocken an 
Zellrezeptoren und die anschließende Endozytose verantwortlich ist. Die A-Untereinheit 
ist der katalytische Anteil des Toxins und birgt die Zytotoxizität. Nach Endozytose wird 
die A-Untereinheit retrograd über die Endosomen und den Golgi-Apparat in das 
Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert, von wo aus sie in das Zytosol gelangt 
[64]. Hier entfaltet die abgespaltene A1-Untereinheit durch Spaltung der ribosomalen 
Ribonukleinsäure (rRNS) seine toxische Wirkung durch Inhibition der Proteinsynthese, 
was zum Absterben der Zelle führt [33]. 
 Der Rezeptor mit der höchsten Bindungspräferenz für Stx1 und Stx2 ist das 
Glykosphingolipid (GSL) Globotriaosylceramid (Gb3Cer) („high affinity receptor“), 
aber auch das GSL Globotetraosylceramid (Gb4Cer) wird als Rezeptor gebunden („low 
affinity receptor“) [13]. Stx2e zeigt als einziges Toxin der Familie größere Affinität zu 
Gb4Cer als zu Gb3Cer. Interessant ist, dass die Stx-Subtypen, welche für die 
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Erkrankungen des Menschen verantwortlich sind, präferentiell an Gb3Cer binden, 
wohingegen Stx2e, als Auslöser der Ödem-Krankheit in Schweinen, eine höhere 
Präferenz für Gb4Cer aufweist [57]. Das Stx2e bindet aber auch an Gb3Cer und darüber 
hinaus an das Forssman-GSL und stellt somit eine Besonderheit im Vergleich zu den 
















Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Shiga Toxins. Die katalytische A-
Untereinheit (rot) besteht aus einem A1- und einem A2-Anteil, welche über eine 
Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. Das B-Pentamer (in blau dargestellt) besteht 
aus 5 identischen B-Untereinheiten, welche jeweils 3 Rezeptor-Bindedomänen besitzen. 
Quelle: [80]  
 
1.2.1  Stx-vermittelte Krankheiten beim Menschen 
 
Bei einer Infektion besiedeln aufgenommene EHEC-Bakterien den Darm des 
Menschen. Die am häufigsten produzierten, humanpathogenen Subtypen Stx1a und 
Stx2a sowie Stx2c [25] gelangen über das Darmepithel in den Blutkreislauf. Über dieses 
Transportmedium erreichen die Toxine das Kapillarendothel von Effektororganen wie z. 
B. der Niere. Nach Aufnahme in die infizierten Zellen kommt es zur Hemmung der 
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Proteinsynthese, Auslösung von prothrombotischen Signalen oder zur Induktion von 
Apoptose [57].  
 Die meisten gemeldeten EHEC-Fälle in Deutschland treten laut RKI als unblutige, 
meistens wässrige Durchfälle auf. Bei einer Erfassung im Jahre 2003 wurden dem RKI 
1.135 Fälle gemeldet (Inzidenz 1,4/100.000 Einwohner). Eine Infektion kann auch 
klinisch inapparent verlaufen und somit unerkannt bleiben. Als Begleitsymptome treten 
häufig Erbrechen, Übelkeit und abdominelle Schmerzen auf. Bei ca. 10-20% der 
Erkrankten entwickeln sich schwere Verlaufsformen, welche mit akuten, lokal-
entzündlichen Prozessen (Gastroenteritis) und hämorrhagischer Colitis (HC) 
einhergehen. Die komplizierten Verlaufsformen mit blutiger Diarrhoe, krampfartigen 
Bauchschmerzen und Fieber sind gehäuft bei Säuglingen, Kleinkindern, älteren 
Patienten, Schwangeren oder Immunsupprimierten zu beobachten. Gelangen die 
produzierten Stx in den Blutkreislauf, können sie in den kleinen Blutgefäßen von 
Pankreas, Gehirn und bevorzugt in der Niere Endothelzellschäden hervorrufen, welche 
durch Gewebsnekrosen und Gefäßverschlüsse mit Funktionsverlust und 
Totalschädigung der Organe einhergehen. Als Komplikation tritt das HUS mit ca. 50 bis 
100 gemeldeten Fällen pro Jahr in Deutschland auf. Das HUS ist durch die Trias 
hämolytische Anämie, Thrombozytopenie und Nierenversagen bis hin zur Anurie 
charakterisiert und betrifft in erster Linie Kleinkinder (Altersmedian 2 Jahre). Eine 
EHEC-Infektion ist der häufigste Grund für akutes Nierenversagen bei Kindern, 
welches meist mit temporärer Dialysepflicht einhergeht. Ein chronisches 
Nierenversagen mit chronischer Dialysepflicht ist allerdings selten. Die Letalität des 
HUS beträgt in der Akutphase ca. 2 %. [27,69]. Die am häufigsten produzierten Stx der 
isolierten EHEC-Stämme bei deutschen HUS-Patienten sind Stx1a, Stx2a oder Stx 2c 
[25]. Stx2e-produzierende Stämme treten hingegen seltener auf. Zumeist sind die 
Erkrankungen nur mit milden Diarrhoen und einem minimalen Risiko für HUS 
verbunden [19]. Die seltene Anwesenheit von Stx2e-produzierenden STEC-Stämmen 
lässt darauf schließen, dass diese den menschlichen Organismus zwar infizieren, aber 
keine humanpathogenen Eigenschaften besitzen [56]. 
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1.2.2 Stx-vermittelte Krankheiten bei Schweinen 
 
 Stx2e-produzierende E. coli (STEC) sind die Verursacher der Ödemkrankheit bei 
Schweinen, welches eine verbreitete Infektionskrankheit bei gerade entwöhnten Ferkeln 
(weaning piglets) mit häufig letalem Ausgang darstellt [51]. Stx2e ist der am häufigsten 
vorkommende Stx-Subtyp in E. coli aus Schweinefäkalien [18]. Die Darmumstellung 
von Muttermilch auf faserreiche Nahrung bedeutet eine Schwächung des Magen-Darm-
Trakts der Tiere und begünstigt die Kolonisation und das Wachstum von STEC. Die 
produzierten Stx2e verursachen eine Enterotoxämie mit subkutanen, mesenterialen und 
zerebralen Ödemen sowie zentralnervöse Störungen, wie z. B. Ataxie, 
Koordinationsstörungen und Lähmungen als Hauptsymptome [44]. Weitere systemische 
Komplikationen, wie perivaskuläre Blutungen, Störung der zellulären 
Proteinbiosynthese, Nekrose und/oder Apoptose sind das Ergebnis der Bindung von 
Stx2e an die GSL-Rezeptoren der Endothelzellen und die anschließende Aufnahme des 
Toxins in die Zellen, was zu einer irreversiblen Schädigung der Blutgefäße in den 
verschiedenen betroffenen Organen führt [39,40,44]. Die Haupttodesursache ist die 
Zerstörung der Gefäßendothelzellen im Hirnstamm [51] und der daraus resultierende 
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke [48]. Der LD50-Wert (jene Dosis, bei der eine 
letale Wirkung bei 50 % der Tiere einer Population eintritt) von Stx2e liegt nach 
intravenöser Verabreichung bei 3 ng/kg KG, was einer ähnlich hohen Toxizität im 
Vergleich zu anderen potenten Proteintoxinen aus Bakterien entspricht [39]. Der 
zugrunde liegende exakte Mechanismus der Interaktion von Stx2e mit Endothelzellen 
ist noch weitgehend ungeklärt [48]. Die Unterbindung der Ödemkrankheit in den 
Tierbeständen von Zuchtbetrieben besteht hauptsächlich aus einer antibiotischen 
Prophylaxe, da bei sichtbaren Symptomen, wie Gesichtsödemen oder Ataxie, bereits 
eine systemische Verteilung des Toxins erfolgt ist und die Tiere nicht mehr kurativ 
behandelt werden können. Der exzessive Antibiotikagebrauch in der Schweinezucht und 
das Auftreten von Antibiotika-resistenten STEC in Schweinebeständen werden mehr 
und mehr zu einem Problem, weswegen an Therapie-Alternativen für die durch Stx2e-
produzierende STEC-Stämme verursachte Ödemkrankheit geforscht wird [60]. Die 
Ödemkrankheit bei Schweinen stellt die einzige durch Stx-verursachte Krankheit dar, 
bei der es möglich ist, wissenschaftliche Studien und Experimente im natürlichen Wirt 
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durchzuführen. Derartige Versuche sind nicht nur unter veterinärmedizinischen 
Aspekten von Interesse, sondern auch als Tiermodell für Infektionen mit 
humanpathogenen EHEC-Erkrankungen von großer Bedeutung [39]. 
 
 
1.3 Glykosphingolipide / Stx-Rezeptoren 
 
 Glykosphingolipide (GSL) stellen eine Gruppe von amphipathischen Lipiden dar, 
welche aus einem hydrophilen Saccharid- und einem hydrophoben Lipid-Anteil 
bestehen. Die Saccharidkopfgruppe und der Lipidanker (Ceramid) sind glykosidisch 
miteinander verknüpft. Das Ceramid selber besteht aus einer Fettsäure und einer 
Sphingoidbase, meistens vorkommend als Sphingosin, einem einfach ungesättigten 
Aminalkohol mit einer Kettenlänge von 18 Kohlenstoffatomen (d18:1). Die Fettsäure ist 
über eine Amidbindung mit dem Sphingosin-Molekül verknüpft und besitzt meistens 
eine Kettenlänge zwischen 14 und 26 Kohlenstoffatomen (C14-C26). Das Ceramid und 
der Zuckeranteil sind über die primäre Hydroxylgruppe des Ceramids glykosidisch mit 
dem proximalen Zucker verknüpft [37]. Durch die vielfältige Möglichkeit 
unterschiedlicher Kombinationen von Fettsäurelänge, Sättigungsgrad und Anzahl der 
Hydroxylgruppen zusätzlich zu den Kombinationsmöglichkeiten innerhalb der 
Saccharidkopfgruppe, bieten die GSL ein enormes Variationsspektrum [35]. Die 
Nomenklatur der GSL erfolgt nach den Vorgaben der IUPAC-IUB-Kommission für 
biochemische Nomenklatur (IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical 
Nomenclature) [1]. Die GSL-Grundstrukturen und ein Fließschema der GSL-
Biosynthese sind am Beispiel von Gb3Cer, Gb4Cer und dem Forssman-GSL in 
Abbildung 1.2 schematisch dargestellt. 
 Die GSL kommen ubiquitär in Zellen und Geweben von Säugetieren in 
unterschiedlichen Konzentrationen und Zusammensetzungen vor. Die enorme 
Expressionsvariabilität von GSL zeigt sich in den unterschiedlichen Gewebetypen (z. B. 
Endothel- und Nervenzellen) [36,77]. Hauptsächlich sind die GSL als Bestandteile der 
Glykokalyx in der äußeren Zellmembran vorzufinden, kommen aber auch intrazellulär 
vor [52]. Über die Funktion der GSL weiß man trotz intensiver Forschung in den letzten 
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Jahrzehnten noch relativ wenig. Bekannt ist, dass sie als Oberflächenstrukturen der 
Plasmamembran an Adhäsionsprozessen, Zell-Zell-Interaktionen und 
Signaltransduktionen [20] sowie als Rezeptoren an Infektionsprozessen beteiligt sind. 
Aufgrund ihrer exponierten Lage können GSL sowohl mit Viren und Bakterien als auch 
mit Toxinen (z. B. Stx) interagieren und somit als initiale Targetstrukturen das 










Abbildung 1.2: Fließschema der Biosynthese von neutralen GSL der Globoserie und 
Detailstrukturen der Stx-Rezeptoren Gb3Cer, Gb4Cer und Forssman-GSL.  
(A) Verlauf der GSL-Biosynthese ausgehend von Glukosylceramid (GlcCer) über 
Laktosylceramid (Lc2Cer), Globotriaosylceramid (Gb3Cer) und 
Globotetraosylceramid (Gb4Cer) bis zum Forssman-GSL. Als Transferasen für 
die Synthese bis zum Forssman-GSL fungieren sequenziell die ß1,4-
Galaktosyltransferase (ß1,4GalT), die α1,4-Galaktosyltransferase (α1,4GalT), die 
ß1,3-N-Acetyl-Galaktosaminyltransferase (ß1,3GalNAcT) und die α1,3-N-
Acetyl-Galaktosaminyltransferase (α1,3GalNAcT).  
(B)  Detailstrukturen von Gb3Cer, Gb4Cer und Forssman-GSL, abgebildet mit 
Ceramid (d18:1, C16:0). Quelle: [56] 
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1.3.1 Globotriaosylceramid (Gb3Cer) 
 
 Das GSL Gb3Cer ist ein neutrales GSL mit der Struktur 
Galα1→4Galβ1→4Glcβ1→1Cer (s. Abb. 1.2) und ist in einigen porzinen Geweben 
bereits nachgewiesen worden [9]. Beim Menschen ist Gb3Cer vor allem in der 
Zellmembran von mikrovaskulären Endothelzellen der Niere [8] und des Gehirns [68] 
sowie in glatten Muskelzellen des Magen-Darm-Trakts [23], Monozyten, 
Thrombozyten und in B-Lymphozyten nachgewiesen worden [57,63].  
 Gb3Cer und Gb4Cer tragen meist eine C16 oder C24 Fettsäurekette [57], wobei die 
unterschiedliche Länge und Sättigung der Fettsäureketten innerhalb des Ceramids auf 
eine hohe Variabilität von GSL-Strukturen und eine mögliche funktionelle Bedeutung 
hinweisen. So können diese strukturellen Unterschiede des Ceramidrestes Einfluss 
haben auf die Rezeptorfunktion, den retrograden Transport von gebundenem Stx ins 
Cytosol und das nuclear targeting [57]. Das neutrale GSL Gb3Cer ist weiterhin als das 
Blutgruppenantigen Pk auf Erythrozyten im Blutgruppensystem P bekannt [58]. 
 Der Rezeptor-Ligand-Komplex wird internalisiert und via retrogradem Transport über 
das Endoplasmatische Retikulum (ER) zum Nukleus transportiert, in welchem der 
Ligand mitverantwortlich für die Induktion einer Apoptose ist. Dieser Weg aus 
Rezeptor-Interaktion, Endozytose und Transport zum ER ist typisch für Stx [29,73,75], 
wofür Gb3Cer den Hauptrezeptor (high affinity receptor) darstellt. Nach 
Internalisierung des Stx-Gb3Cer-Komplexes spaltet das Enzym Furin die katalytische 
A-Untereinheit von Stx in die A1- und A2-Anteile, wonach die A1- Subuntereinheit ins 
Cytosol gelangt [71]. Weitere Effekte einer Ligandenbindung an den Gb3Cer-Rezeptor 
können die Ausschüttung von Botenstoffen (Zytokinen) und die Produktion von 
Stickstoffmonoxid sein [89,93]. Zudem wird eine Beteiligung von Gb3Cer bei der 
Endozytose des humanen Immundefizienz-Virus (HIV) angenommen [34,67].  
 Bei der X-chromosomal-vererbten lysosomalen Speicherkrankheit Morbus Fabry wird 
aufgrund einer reduzierten Aktivität oder des Fehlens der α-Galaktosidase A, ein 
Enzym, welches den Abbau von endständigen Galaktoseresten katalysiert, Gb3Cer 
unzureichend katabolisiert und vermehrt in Lysosomen gespeichert. Die Akkumulation 
von Gb3Cer und der Rückstau strukturähnlicher GSL erfolgt hauptsächlich in den 
Endothelzellen verschiedener Organsysteme, was im Verlauf der Krankheit zu 
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Multiorganversagen führt. Eine Enzymersatztherapie durch Infusion von 
biotechnologisch hergestellter α-Galaktosidase A stellt die Möglichkeit einer kausalen 
Therapie dar [45]. 
 Bei malignen Erkrankungen, wie z. B. dem Burkitt-Lymphom [42,63], wird Gb3Cer 
überexprimiert, wodurch ein Ansatzpunkt für eine onkologische Therapie gegeben ist. 
 
1.3.2 Globotetraosylceramid (Gb4Cer) 
 
 Das Globotetraosylceramid entsteht durch β1,3-glykosidische Verlängerung des Gb3-
Oligosaccharides um ein N-Acetyl-Galaktosamin (GalNAc) durch die ß1,3-N-Acetyl-
Galaktosaminyltransferase (Gb4Cer-Synthase) (s. Abb. 1.2). Das neutrale GSL Gb4Cer 
kommt unter anderem auf Endothelzellen sowie auf Leber-, Nieren- und Milzzellen vor. 
Es ist auch unter dem Namen Globosid bekannt und ist eines der Blutgruppenantigene 
im Blutgruppensystem P [38]. Sein Vorkommen in der Zellmembran von Erythrozyten 
und die erhöhte Bindungsaktivität von Stx2e verleiht dem GSL Gb4Cer bei der 
Schweineödemkrankheit eine toxin-carrier-Funktion. Die dadurch begünstigte 
Verteilung des Toxins in der Zirkulation lässt auf einen alternativen Weg der 




 Das neutrale Forssman-GSL (s. Abb. 1.2) wurde als Blutgruppen-Antigen 1911 von J. 
Forssman entdeckt. Nachdem er Kaninchen ein Gemisch aus Geweben (größtenteils 
Niere) von Meerschweinchen oder Pferden appliziert hatte, bildeten diese Antikörper 
gegen ein Oberflächenantigen, welche in der Lage waren, Schaferythrozyten zu 
hämolysieren. Bei Verabreichung einer Suspension von Nierenzellen aus Kuh oder 
Ratte wurden keine Antikörper gebildet, woraus eine speziesspezifische Expression des 
Forssman-Antigens gefolgert werden konnte [17]. Heute unterscheidet man zwischen 
den Forssman-positiven und den Forssman-negativen Spezies. Zu den Spezies, die das 
Forssman-Antigen exprimieren (Forssman-positiv), gehören zum Beispiel 
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Meerschweinchen, Pferd, Hund, Huhn, Schildkröte, Karpfen und Maus. Keine 
Expression zeigen hingegen Spezies wie Mensch, Pavian, Kuh, Gans, Taube, Frosch 
und Ratte [91,91]. Im Widerspruch hierzu wurde die Anwesenheit des Antigens aber 
auch im Menschen beschrieben. Nach Arbeiten von Hakomori et al. (1977) und 
Holgersson et al. (1991) sowie Svensson et al. (2013) wurde die Expression des 
Forssman-GSLs im humanen Gastrointestinaltrakt [21] und der humanen Niere [22] 
sowie auf humanen Erythrozyten [85] nachgewiesen. Das Forssman-Antigen weist mit 
seiner Zuckersequenz GalNAcα1→3GalNAcβ1→3Galα1→4Galβ1→4Glcβ1→1Cer 
[81] eine strukturelle Ähnlichkeit mit dem Blutgruppenantigen A des AB0-Systems auf 
[85,91]. 
 Die mögliche Beteiligung an Entzündungsreaktionen und die Zytokin-abhängige 
Modulation der Expression des Forssman-GSLs wurde in Mäusen beschrieben [32]. In 
Schweinegewebe wurde bisher keine Forssman-Antigen-Expression nachgewiesen, und 
auch ein hoher Antikörper-Titer gegen dieses GSL in Schweineserum spricht für eine 
Forssman-Negativität dieser Tierspezies [92]. 
 
 
1.4 nanoESI-Q-TOF Massenspektrometrie  
 
NanoElektrospray-Ionisierungs-Quadrupol-Flugzeit Massenspektrometrie 
(engl. nanoelectrospray ionization quadrupole time-of-flight mass spectrometry) 
 
 Die Massenspektrometrie ist ein Analyseverfahren, durch welches im Hochvakuum 
exakte Bestimmungen von Molekülionen-Massen durchgeführt werden können. Durch 
bestimmte Fragmentierungsverfahren können darüber hinaus auch strukturelle 
Aussagen über die Moleküle getroffen werden. 
 Ein ESI-Q-TOF Massenspektrometer besteht aus einer Ionenquelle, zwei 
hintereinander geschalteten Massenanalysatoren (Quadrupol und Reflektorflugrohr) und 
einem Detektor. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes zwischen einer Elektrode und 
einer mit Analyt und Lösungsmittel gefüllten Kapillare werden Ionen durch ein 
Elektrospray erzeugt. Im positiven Ionenmodus sammeln sich die positiv geladenen 
Analytionen an der Oberfläche und wandern in Richtung Kathode. Dadurch bildet sich 
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ein Flüssigkeitskonus (Taylor-Konus), welcher sich in Richtung Kathode zu einem 
filamentartigen Flüssigkeitsstrom verdünnt. Nach Dispersion des Flüssigkeitsstroms in 
kleine geladene Tröpfchen sowie dem kontinuierlichen Lösungsmittelverlust durch 
Verdampfung erhöht sich die Ladungsdichte an der Oberfläche der Tröpfchen, wodurch 
sie schließlich die Stabilitätsgrenze erreichen (Rayleigh-Limit) und in wenige 
Nanometer-große Partikel zerfallen (Coulomb-Explosion). Dieser Prozess führt 
letztendlich zur Desolvatisierung der Ionen beim Transfer ins Massenspektrometer. Die 
Ionisierung erfolgt bei Atmosphärendruck, während die anschließende Massenanalyse 
im Hochvakuum stattfindet. Dabei gewährleistet ein spezielles Interface den Übergang 
der Ionen in das Massenspektrometer. Im Quadrupol werden die Ionen gemäß ihres 
Masse-zu-Ladungs-Verhältnisses (m/z) getrennt, wodurch ein Übersichtsspektrum 
(MS
1
-Spektrum) erhalten wird. Bei MS²-Analysen wird der Quadrupol als Massenfilter 
verwendet, sodass ihn nur Ionen mit einem bestimmten m/z-Verhältnis passieren 
können. Die selektierten Ionen gelangen dann in einen Hexapol und werden durch Stöße 
mit einem Kollisionsgas (Argon) fragmentiert. Dieser Prozess wird als collision-
induced dissociation (CID) bezeichnet. Die Fragmentionen werden im 
Flugzeitanalysator nach ihrem m/z-Verhältnis aufgetrennt, der Ionenstrom im Detektor 
registriert und in ein Massenspektrum umgewandelt [37,46]. Die Benennung der 
Fragmentionen erfolgt nach der von Domon und Costello 1988 eingeführten 
Nomenklatur [14]. B- und C-Ionen sowie die komplementären Y- und Z-Ionen 
entstehen durch Spaltung der glykosidischen Bindungen, wobei die erstgenannten Ionen 
das nicht-reduzierende Ende der Zuckerkette und die letztgenannten Ionen den 
Ceramidteil enthalten. Fragmentionen, die durch Ringspaltung eines Zuckers generiert 
werden, werden als A-Ionen (enthalten das reduzierende Ende) bzw. X-Ionen (enthalten 
den Ceramidteil) bezeichnet. Abbildung 1.3 zeigt beispielhaft das 
Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C24:1) mit entsprechender Benennung der 
jeweiligen Fragmentionen.  
 Für eine detaillierte Strukturanalyse der mittels DC aufgetrennten und per Overlay-
Assay immundetektierten GSL wurde die Kopplung mit zwei massenspektrometrischen 
Verfahren etabliert. Bei der direkten Kopplung des Overlay-Assays mit der Matrix-
unterstützten Laser Desorption/ Ionisation Flugzeit Massenspektrometrie (matrix-
assisted laser desorption/ ionization time-of-flight mass spectrometry; MALDI-TOF 
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MS) werden die Analyten durch Einsatz von UV- oder IR-Lasern direkt von der DC-
Platte desorbiert und ionisiert [16], während bei der indirekten Kopplung von DC 
Overlay-Assay und ESI MS die Analyten für die MS-Analytik aus dem Kieselgel 




Abbildung 1.3: Molekulare Struktur und Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, 
C24:1) nach Domon und Costello [14]. Die Abbildung veranschaulicht mögliche 
Fragmentierungen, durch die Ionen der A-, B-, C-, X-, Y- und Z-Serie entstehen. Ionen der 
A- und X-Serie entstehen durch Ringspaltung eines Zuckers. Die hochgestellten Zahlen 
bezeichnen die Bindungen, welche gespalten werden, und die tiefgestellten Zahlen geben 
die Position des Zuckers innerhalb der Kette an.





 Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine umfassende GSL-
Expressionsanalyse von Organen des Schweines zu erstellen. Bislang wurde noch keine 
Rezeptoranalyse an ausgewählten Geweben in diesem Umfang vorgenommen. Zu 
diesem Zweck sollte zuerst ermittelt werden, ob und in welchem Ausmaß die einzelnen 
Gewebe die GSL-Rezeptoren Gb3Cer, Gb4Cer und Forssman-GSL exprimieren. Hierzu 
erfolgte, nach Extraktion der endogenen GSL aus den Gewebeproben und Abreicherung 
der störenden Phospholipide, der Antikörper-vermittelte Nachweis per DC-Overlay-
Assay. Anschließend wurden die Extrakte einer semiquantitativ-densitometrischen 
Bestimmung und massenspektrometrischen Charakterisierung der drei genannten GSL 




 unterzogen. Daten zur GSL-Expression, zum 
Beispiel eventuelle Zusammenhänge zwischen GSL-Gehalt und organspezifischer 
Präferenz von Stx2e sowie Besonderheiten der Rezeptorstrukturen, können Hinweise 
zum besseren Verständnis der Pathogenese von Stx2e-vermittelten Erkrankungen 
liefern. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Gewebeproben der Absetzferkel 
 
 Die untersuchten Gewebeproben entstammen zwei 6 Wochen alten Ferkeln aus einem 
lokalen Schlachthof mit regionalem Einzugsbereich. Das männliche und das weibliche 
Tier repräsentieren eine Kreuzung aus Edelschwein (25 %), Landrasse (25 %) und 
Pietrain (50 %).  
 
 
Material: je Tier 3 Serien an Gewebeproben [1. (schwarz) / 2. (rot) / 3. (blau)] 
  je Tier 2 Serien von Kleinstgewebeproben für PCR (rot / blau) 
 
Codierung: fortlaufend JM10/223-1 bis -26 (weiblich). 
fortlaufend JM10/224-1 bis -26 (männlich). 
Probenumbenennung im Rahmen der Bearbeitung in eine RB- bzw. NB-
Laborjournal-Codierung. 
Umbenennung der 1. Serie aus dem männlichen Ferkel in NB01/31-1 bis 
-17 bzw. DM01/51-1 bis -4. Nach Übernahme der Proben, Umbenennung 
in RB01/2-1 bis -21 (vgl. Tabelle 9.1 im Anhang) 
Umbenennung der 2. Serie aus männlichem Ferkel in RB01/14-1 bis -26 
(vgl. Tabelle 9.2 im Anhang) 
Umbenennung der 2. Serie aus weiblichem Ferkel in NB01/33-1 bis -26 
(vgl. Tabelle 9.3 im Anhang) 
 
Lagerung: Gewebeproben:  -20°C 
  PCR-Proben:  -70°C 
  EDTA-Blut & Serum: +4°C  
 






 Aus dem Dünndarm der Ferkel wurden die Gewebeproben 5-8 entnommen. Sie 
entstammen Geweben aus dem Zwölffingerdarm (Duodenum), Leerdarm (Jejunum) und 
Krummdarm (Ileum), während das Gewebe der Probe 8 Dünndarm-Lymphknoten 
entspricht. Bei den Nieren (Proben 11-13) wurde Gewebe aus dem äußeren Bereich des 
Cortex (Rinde) entnommen; Gewebe der Medulla (Mark) stammt aus dem Inneren des 
Organes und Pelvisgewebe wurde aus dem Nierenbecken am Hilus renalis kurz vor 
dem Abgang des Harnleiters entnommen.  
 Die Probe 25 ist eine Vollblutprobe, welche zur Antikoagulation mit dem 
Komplexbildner Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) versetzt wurde. Die Probe 26 
(Serum) stellt eine geronnene Vollblutprobe dar, aus welcher der Blutkuchen (u. a. 
bestehend aus korpuskulären Bestandteilen wie z. B. Erythrozyten, Blutplättchen, 
Leukozyten und Gerinnungsfaktoren) abzentrifugiert wurde. Die Proben 25 und 26 sind 
keine Gewebeproben im eigentlichen Sinne, da Blut eine wässrige Zellsuspension aus 
vorwiegend korpuskulären Anteilen (wie z. B. Erythrozyten, Leukozyten, 
Blutplättchen) sowie Salzen und Serumproteinen darstellt. In der Fachliteratur wird die 
Zugehörigkeit des Blutes zu Transportsuspensionen, flüssigem Gewebe oder als 
eigenständiges Organ kontrovers diskutiert. Der Einfachheit halber wird im Folgenden 
durchgehend von Gewebeproben, EDTA-Vollblut- und Serumproben die Rede sein. 
 






1 Ohrlappen 14 Harnblase 
2 Augenlider 15 Ureter 
3 Nasenrücken 16 Magen 
4 Muskel (Oberschenkel) 17 Milz 
5 Darm (Duodenum) 18 Pankreas 
6 Darm (Jejunum) 19 Leber 
7 Darm (Ileum) 20 Gallenblase 
8 Dünndarm-Lymphknoten 21 Lunge 
9 Darm (Kolon) 22 Herz 
10 Mesenterial-Lymphknoten 23 Cerebrum 
11 Niere (Cortex) 24 Cerebellum 
12 Niere (Medulla) 25 Vollblut (mit EDTA) 
13 Niere (Pelvis) 26 Serum 
 
1 
= Codierung der 26 Proben aus JM-Laborjournal mit jeweils JM10/223- aus dem weiblichen Ferkel bzw. 
JM10/224- aus dem männlichen Ferkel 
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3.2 Chemikalien, Geräte und Software 
 
 Alle in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemikalien hatten p.A. Qualität. Die 
Lösungsmittel Methanol und Chloroform (Merck KGaA, Darmstadt) wurden vor dem 
Gebrauch destilliert. Das verwendete Chloroform wurde durch den Zusatz einer 
geringen Menge an Methanol stabilisiert. Die Tabelle 3.2 listet die eingesetzten Puffer 
und Lösungen sowie deren Zusammensetzungen auf. Eine vollständige Auflistung der 












140 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
8 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
0,02 % (w/v) NaN3 
in Milli-Q Wasser 
pH 7,2 
Glycinpuffer 0,1 M Glycin 
1 mM ZnCl2 
1 mM MgCl2 
in Milli-Q Wasser 
pH 10,4 
Substratlösung 0,05 % (w/v) BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, 
Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe) 
in Glycinpuffer 
Plexigumlösung 0,5 % (w/v) Polyisobutylmethacrylat (Plexigum P28, 
Röhm, Darmstadt) in n-Hexan 
Lösung A 1 % (w/v) BSA (bovines Serumalbumin, Serva, 
Heidelberg) 
0,02 % (w/v) NaN3 
in CMF-PBS 
Lösung B 0,05 % (v/v) Tween 21 (Uniquema, Redcar, UK) 
0,02 % (w/v) NaN3 
in CMF-PBS 
  





 Die Benennung der untersuchten GSL erfolgt nach den Vorgaben der IUPAC-IUB-
Kommission für Biochemische Nomenklatur (IUPAC-IUB Joint Commision on 






3.4.1 Referenzmischung neutraler Glykosphingolipide 
 
 Die GSL-Mischungen, die als Referenzen für die DC Overlay-Assays eingesetzt 
wurden, sind in Tabelle 3.4 aufgeführt. Als Positivkontrolle für den immunologischen 
Nachweis von Gb3Cer, Gb4Cer und dem Forssman-GSL wurde die Referenzmischung 
JM10/185 mit einer Konzentration von 1 µg/µl mit auf die DC-Platten aufgetragen. Für 
den Nachweis von Gb3Cer und Gb4Cer wurde jeweils Bahn 1 mit 20 µl der 1:200 
verdünnten und Bahn 9 mit 20 µl der 1:1000 verdünnten Kontrollmischung belegt, 
welche die 3 genannten GSL zu gleichen Anteilen enthielt. Die Masse an eingesetzter 
Gesamt-GSL-Referenz-Mischung beträgt ca. 0,1 µg (Bahn 1) und 0,02 µg (Bahn 9). Die 
Masse des jeweils detektierten GSLs entspricht ca. 0,033 µg (Bahn 1) und 0,0066 µg 



















    















nach IUPAC-IUB [1] 
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(Bahn 9). Für den Nachweis des Forssman-GSLs wurde jeweils Bahn 1 mit 3 µl der 
1:200 verdünnten und Bahn 9 mit 3 µl der 1:1000 verdünnten Kontrollmischung belegt. 
Die Masse an eingesetzter Gesamt-GSL-Referenz-Mischung beträgt hier ca. 0,015 µg 
(Bahn 1) und 0,002 µg (Bahn 9). Die Masse des jeweils detektierten Forssman-GSLs 
entspricht ca. 5 ng (Bahn 1) und ca. 1 ng (Bahn 9). 
 
Die GSL Referenzmischung VM01/109-2 wurde für Vortestungen mit der ersten Serie 
der beiden Ferkel in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, die aber in der 
vorliegenden Doktorarbeit nicht gezeigt werden. 
 
3.4.2 Reinigung der Glasgefäße 
 
 Die eingesetzten Glasbehälter wurden vor Beginn einer speziellen Reinigung 
unterzogen: Gespülte Glaskolben wurden mit Methanol befüllt und durch fünf- bis 
zehnminütige Beschallung im Ultraschallbad gereinigt, um eventuelle 
Verunreinigungen zu entfernen. Die Schraubdeckelröhrchen, in welchen die Proben für 
die massenspektrometrischen Analysen aufbereitet wurden, sowie die 10 ml-
Schraubdeckelröhrchen mit Teflondichtung (Pyrex®, Staffordshire, GB), welche zur 
Aufbewahrung der GSL-Rohextrakte verwendet wurden, wurden über Nacht in 
konzentrierter methanolischer KOH-Lösung inkubiert und im Anschluss in Milli-Q 
Wasser gekocht. Danach wurden sie mit Methanol befüllt und wiederholt im 
Ultraschallbad für 20 min beschallt, um Verunreinigungen vollständig zu entfernen. 
 














Gb3Cer (~50 %) 
Gb4Cer (~50 %) 
 







Gb3Cer (~33 %) 
Gb4Cer (~33 %) 
Forssman-GSL (~33 %) 
 
humane Erythrozyten  
humane Erythrozyten  
Hammelblut 
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3.4.3 Lipidextraktion aus Ferkelgewebe 
 
 Zur Extraktion der GSL wurden die tiefgefrorenen Gewebeproben mit einem Gewicht 
von 14,52 g bis 18,28 g zunächst mit einem Skalpell auf einer bei -20°C vorgekühlten 
Glasplatte zerkleinert und anschließend in Glas-Schraubdeckelröhrchen mit Teflon-
beschichteten Deckeldichtungen, deren Gewichte zuvor gravimetrisch bestimmt 
wurden, überführt. Nach Bestimmung der Feuchtmasse mit einer Waage (Sartorius, 
Göttingen) wurden 2 ml Chloroform/Methanol (1/2, v/v) zu der zerkleinerten Probe 
gegeben. Die Gewebestücke wurden mit einem Homogenisator (Polytron® PT 1200, 
Kinematica AG, Littau, Schweiz, Spitzentyp: PT-DA 1205/2) 2 Minuten homogenisiert 
und nachfolgend 1 Minute mit dem Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG, Zürich, 
Schweiz) gemischt. Am Homogenisator verbliebene Gewebereste wurden durch erneute 
Anwendung für weitere 2 Minuten in 2 ml Chloroform/Methanol (1/2, v/v) zerkleinert 
und nach einminütigem Mischen mit dem Vortex Genie 2 mit dem Primärextrakt 
vereint. Es folgte eine Beschallung im Ultraschallbad für 5 Minuten und eine 
Zentrifugation des Homogenats für 2 Minuten bei 3000 UpM (Zentrifuge mini Spin 
plus, Eppendorf, Hamburg). Der Überstand (Ü1) wurde mithilfe einer Glaspipette in 
einen 50 ml-Glasspitzkolben überführt. Daraufhin wurde das Sediment in 4 ml 
Chloroform/Methanol (1/1, v/v) aufgenommen, eine Minute gemischt und anschließend 
wieder 5 Minuten mit Ultraschallbad behandelt. Nach erneuter Zentrifugation bei 3000 
UpM für 2 Minuten wurde der Überstand (Ü2) zu Ü1 in den Glaskolben pipettiert. 
Daraufhin erfolgte ein weiterer Durchlauf der Prozedur mit 4 ml Chloroform/Methanol 
(2/1, v/v). Der Überstand (Ü3) wurde nach Zentrifugation zu den Überständen Ü1 und 
Ü2 in den Glaskolben gegeben. Der Extrakt wurde am Rotationsverdampfer (Heidolph 
VV 2001, Kehlheim) unter Vakuum bei 210 UpM und 37°C eingeengt. 
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3.4.4 Alkalische Hydrolyse 
 
 Die Verseifung von störenden Phospholipiden und Triacylglyceriden im eingeengten 
Lipidextrakt erfolgte durch einstündige Inkubation in 4 ml wässriger 1 N NaOH bei 
langsamer Rotation und 37°C. Unter diesen milden alkalischen Bedingungen lösen sich 
die schwächeren Esterbindungen der Phospholipide und Triacylglyceride, während die 
Amidbindungen der GSL unversehrt bleiben. Durch vorsichtige, tropfenweise Zugabe 




 Um Salze und Lipidfragmente nach der alkalischen Hydrolyse zu entfernen, wurden die 
Proben zwei Tage bei 4 °C in Dialyseschläuchen (Medicell International Ltd., London, 
UK) mit einem molekularen cut-off von 12.000-14.000 Da gegen Milli-Q Wasser 
dialysiert. GSL bilden im wässrigen Milieu unter den genannten Bedingungen Mizellen 
in den Schläuchen, für welche die Dialysemembran nicht permeabel ist, sodass die GSL 
in den Schläuchen verbleiben. Ein Wasserwechsel wurde zweimal täglich durchgeführt, 
um den Konzentrationsgradienten an der Membranoberfläche so groß wie möglich zu 
halten. Nach Abbruch der Dialyse wurden die wässrigen Proben jeweils in ein 50 ml-
Glasspitzkolben überführt und, nach Einfrieren im Alkoholbad bei -36 °C, am 
Gefriertrockner ca. 10 h lyophilisiert. Durch Zugabe von 1 ml Chloroform/Methanol 
(2/1, v/v) und Beschallung im Ultraschallbad für eine Minute wurden die Lyophilisate 
im Glaskolben gelöst und im Anschluss in 10 ml-Glas-Schraubdeckelröhrchen 
überführt. Dieses Procedere wurde zweimal wiederholt, um die Reste der Proben von 
den Glaskolbenwänden zu lösen. Anschließend wurden die Chloroform/Methanol-
Extrakte in einem Heizblock bei 37 °C unter Stickstoffbegasung eingeengt.  
Für die weitere Analyse wurden alle Proben mit Chloroform/Methanol (2/1, v/v) auf die 
gleiche Konzentration von 10 μl pro mg Feuchtmasse eingestellt. 
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3.4.6 Aufbereitung der EDTA-Proben 
 
 Die beiden EDTA-Vollblutproben wurden ausgewogen und mit 3 ml CMF-PBS 
vermischt. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 2000 UpM wurde der Überstand 
verworfen und das Procedere mit 1 ml CMF-PBS wiederholt. Nach erneuter 
Bestimmung der Feuchtmasse wurden diese beiden Proben mit Chloroform/Methanol 
(2/1, v/v) auf eine Konzentration von 10 μl pro mg Feuchtmasse eingestellt. 





3.5.1 Hochleistungsdünnschichtchromatographie (HPTLC) 
 
 Die Dünnschichtchromatographie ist eine Methode zur Auftrennung von 
Stoffgemischen durch die Verteilung zwischen einer stationären [z. B. Kieselgel 60 
(SiO2) immobilisiert auf Fertigplatten (10 cm x 10 cm, 0,2 mm Schichtdicke, Merck 
KGaA, Darmstadt)] und einer mobilen Phase (z. B. Chloroform-Methanol-Wasser-
Gemische). Komplexe GSL-Gemische können mit Hilfe der 
Dünnschichtchromatographie (DC, engl.: high-performance thin-layer chromatography, 
HPTLC) aufgetrennt werden, da sich die Einzelkomponenten aufgrund ihrer Polarität 
unterscheiden und deshalb unterschiedliche Wechselwirkungen mit der mobilen und der 
stationären Phase eingehen. Das Verfahren wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um die 
GSL-Extrakte aus den Ferkelgeweben aufzutrennen, um anschließend eine Detektion 
der Einzelsubstanzen zu ermöglichen. Als Referenz wurde auf den Platten auf den 
äußeren Bahnen 1 und 9 eine Standard GSL-Mischung (JM 10/185 oder VM01/109-2; 



















































 Zur Entfernung von Restwasser aus dem Kieselgel wurden die DC-Platten 45 min bei 
110°C inkubiert. Bis zum Gebrauch erfolgte die Lagerung der aktivierten Platten in 
einem mit Diphosphorpentoxid (P2O5, Sicapent®, Merck) bestückten Exsikkator. Die 
Auftragung der GSL-Extrakte erfolgte durch einen halbautomatischen Probenapplikator 
(Linomat IV, CAMAG, Muttenz, Schweiz). Es wurden 20 µl der Extrakte aufgetragen, 
was einer Feuchtmasse von 2 mg entspricht. Auf Bahn 1 und 9 wurden jeweils 20 µl der 
Referenz JM10/185 (vgl. Tab 3.4), verdünnt zu 1:200 (Bahn 1) bzw. 1:1000 (Bahn 9), 
appliziert. Die vorliegenden neutralen GSL wurden in einem Chromatographie-Tank, 
der mit 100 ml Chloroform/Methanol/Wasser (120/70/17, v/v/v) + 20 mg CaCl2/100 ml 
(= Laufmittel) befüllt und Chromatographiepapier (Whatman International Ltd, 
Maidstone, USA) bestückt war, für 20 min chromatographiert. Für den Nachweis des 
Forssman-GSL in den GSL-Extrakten wurde unmittelbar nach Aufbringen der Proben 
ein dreißigminütiger Vorlauf in einem Chromatographietank mit 40 ml Chloroform 
durchgeführt. Hierdurch wanderten Lipide (z. B. Fettsäuren und Ceramide), die nach 
der Dialyse in den Proben verblieben, vom Auftragspunkt weg, so dass bei der 
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3.5.3 Plexigum-Fixierung des Kieselgels 
 
 Damit sich das hygroskopische Kieselgel beim Arbeiten mit wässrigen Lösungen nicht 
von der Glasplatte löst, muss es vor der Durchführung der DC Overlay-Assays fixiert 
werden. Hierfür wurden die DC-Platten nach der Chromatographie der GSL-Proben 40 
Minuten über P2O5 im Exsikkator unter Ölpumpenvakuum getrocknet und direkt im 
Anschluss das Kieselgel mit 0,5 % (w/v) Plexigum (Polyisobutylmethacrylat, P28; 
Röhm, Darmstadt) in n-Hexan für 30 Minuten in einer DC-Kammer fixiert.  
 
3.5.4 DC Overlay-Assay 
 
 Der Overlay-Assay ist eine sensitive und antikörperbasierte Nachweismethode, welche 
der spezifischen Detektion bestimmter Kohlenhydratstrukturen von GSL dient. Bei der 
in dieser Arbeit verwendeten Methode werden die mittels DC getrennten GSL per 
Primär-Antikörper spezifisch detektiert. An diesen bindet im folgenden Schritt ein 
Enzym-konjugierter Sekundär-Antikörper. Der Nachweis des Antigen-Antikörper-
Komplexes erfolgt über das AK-gebundene Enzym alkalische Phosphatase. Dieses 
katalysiert die Umsetzung des zugegebenen Chromogens 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphat (BCIP, Roth, Karlsruhe). Das resultierende gefärbte Präzipitat kann 
anschließend photometrisch quantifiziert werden.  
 Nach der GSL-Trennung erfolgt eine Plexigumfixierung des Kieselgels, wonach die 
DC-Platten bei 37 °C mit 40 ml CMF-PBS pro Platte inkubiert und daraufhin 15 min 
mit Lösung A (s. Tab. 3.2) zwecks Minimierung unspezifischer AK-Bindung an das 
Kieselgel abgesättigt wurden. Danach erfolgte eine einstündige Inkubation der DC-
Platten mit der Primär-AK-Lösung, welche in einer Verdünnung von 1:2000 in Lösung 
A eingesetzt wurde. Vor Zugabe des Sekundärantikörpers wurden die HPTLC-Platten 
dreimal mit Lösung B gewaschen. Die Inkubation mit dem Enzym-konjugierten 
Sekundärantikörper, welcher ebenfalls in einer Verdünnung von 1:2000 in Lösung A 
verwendet wurde, dauerte 2 Stunden. Anschließend wurde erneut dreimal mit Lösung B 
(s. Tab. 3.2) und einmal mit Glycinpuffer gewaschen. Dann wurde die BCIP-
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Substratlösung für 2-3 Stunden auf die DC-Platten gegeben, deren gelöstes Chromogen 
von der AK-gebundenen alkalischen Phosphatase, in Abhängigkeit von der Menge der 
aufgetragenen GSL und des eingesetzten Primärantikörpers, in unterschiedlichem 
Ausmaß zu einem blauen Präzipitat umgesetzt wurde. 
Dieses Verfahren dient als indirekter Nachweis für die GSL-AK-Bindung. Zum Stoppen 
der Färbereaktion wurde Glycinpuffer eingesetzt. 
 
 
Abbildung 3.5.4: Schematische Darstellung der Immundetektion. Die mittels DC 
aufgetrennten und anschließend im Kieselgel fixierten GSL werden durch Primär-
Antikörper (AK) gebunden. Der Sekundär-AK bindet an den Primär-AK. Das gekoppelte 
Enzym (alkalische Phosphatase) setzt das im alkalischen Puffer gelöste Chromogen (BCIP) 




3.5.5 Densitometrische Auswertung 
 
 Zur Evaluation der Ergebnisse der Overlay-Assays wurden die DC-Platten mit einem 
CD60 Scanner der Firma Desaga (Heidelberg, Deutschland, Software ProQuant®, 
Version 1.06.000) densitometrisch vermessen und die Absorption der gefärbten Banden 
unter Berücksichtigung des Plattenhintergrundes bestimmt. Die Messung erfolgte im 
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Remissionsmodus bei einer Wellenlänge von 630 nm (Absorptionsmaximum des BCIP-
Farbkomplexes) und einem Lichtstrahl mit einer Spalthöhe von 0,02 mm und einer 
Spaltbreite von 4 mm. 
 Um die Extrakte miteinander vergleichen und sie nach ihrem GSL-Gehalt ordnen zu 
können, wurden sie alle mit dem jeweiligen mitgelaufenen Standard (z. B. JM10/185) in 
Bezug gesetzt. Jeder Probenmesswert wurde durch den Absorptionswert des Standards 
dividiert, wobei relative Werte zwischen 0,344 und 3,768 ermittelt wurden. Mit Hilfe 
der errechneten relativen Werte wurden die Gewebeproben in eine Rangliste gebracht 
(s. Tab. 4.2). Rang 1 erhält die Probe mit dem höchsten relativen Wert, Rang 2 die 
Probe mit dem zweithöchsten Wert, etc., bis Rang 26, den die Probe mit dem 
niedrigsten Wert erhält. Die erstellten Ranglisten wurden zur weiteren Berechnung 
herangezogen. Ein Beispiel für die Berechnung der gemessenen Absorptionen und die 




3.5.6 Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten rs nach 
Spearman 
 
 Mit diesem nicht-parametrischen Test berechnet man einen Koeffizienten für 
Messwerte, mit dem Aussagen über die Korrelation von zwei Testreihen gemacht 
werden können. Durch Zuweisung von Rängen entsprechend den relativen 
Absorptionswerten der Gewebeproben kann durch Berechnung der jeweiligen 
Rangkorrelationskoeffizienten festgestellt werden, ob eine Abhängigkeit z. B. zwischen 
den GSL-Gehalten der Extrakte des männlichen und des weiblichen Tieres besteht, oder 
ob beispielsweise eine Abhängigkeit der Expression von Gb3Cer und Gb4Cer innerhalb 
eines Tieres vorliegt. Für die Berechnung wird die Differenz der Ränge (di) quadriert, 
sodass ein mögliches negatives Vorzeichen nicht ins Gewicht fällt (Richtung der 
Auslenkung). Die aufsummierten Ergebnisse gehen in Spearmans 
Rangkorrelationskoeffizient ein, der nach folgender Formel berechnet wird:  
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rs =  1-6∑di² / (n³-n) 
di =  Rangdifferenzen 
n =  Anzahl der Gewebeproben 
 
Für den errechneten Rangkorrelationskoeffizienten rs gilt: 
 
-1 ≤ rs ≤ +1 
 
 Je näher der Korrelationskoeffizient gegen +1 geht, desto wahrscheinlicher ist eine 
Korrelation der erhobenen Messwerte miteinander zu erwarten. Bei einem Wert von -1 
korrelieren die Ranglisten übereinstimmend negativ miteinander, sodass die höchsten 
Werte der ersten Testreihe mit den niedrigsten Werten der zweiten Testreihe 
gegenläufig verbunden wären. In Tabelle 3.5.6 sind die kritischen Werte des einseitigen 
Rangkorrelationskoeffizienten rs für ein 5 %-, 1 %- und 0,5 %-Signifikanzniveau nach 
Spearman für Probenzahlen von n = 22 bis n = 30 aufgelistet. Liegt der errechnete 
Rangkorrelationskoeffizient rs über dem jeweiligen kritischen Wert, so kann eine 
Aussage über einen signifikanten Zusammenhang der beiden Ranglisten gemacht 








0,05 0,01 0,005 
    
22 0,359 0,508 0,562 
23 0,351 0,496 0,549 
24 0,343 0,485 0,537 
25 0,336 0,475 0,526 
26 0,329 0,465 0,515 
27 0,323 0,456 0,505 
28 0,317 0,448 0,496 
29 0,311 0,440 0,487 
30 0,305 0,432 0,478 
  






3.6.1 Vorbereitung der Proben für die Massenspektrometrie 
 
 Für die massenspektrometrische Charakterisierung der immunchemisch detektierten 
Stx-Rezeptoren wurden die GSL aus dem Kieselgel der blau gefärbten Banden 
extrahiert [46]. Hierzu wurde zunächst die fixierende Plexigum-Beschichtung durch 
dreimaliges Eintauchen der Platte in Chloroform entfernt. Nach Verdampfung des 
Lösungsmittels wurde das Kieselgel der immungefärbten Banden mit einem Skalpell 
von der Glasunterlage abgetragen und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Durch Zugabe 
von 300 µl Methanol wurden die Kieselgelproben für 15 min extrahiert und dabei 
mehrmals mit dem Vortex Genie 2 (Bender & Hobein GmbH, Bruchsal) gut 
durchgemischt. Anschließend wurden die Proben 15 min bei 14.500 UpM (entspricht 
14.100 x g) zentrifugiert (miniSpin plus, Eppendorf, Hamburg) und die Überstände in 
Schraubdeckelröhrchen aus Glas überführt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. 
Daraufhin wurden die vereinigten Überstände bei 37 °C unter einem N2-Strom 
eingedampft. Die getrockneten GSL wurden in einem definierten Volumen von 
Methanol und 1 % Ameisensäure gelöst und massenspektrometrisch analysiert 
[2,14,46]. 
 
3.6.2 Durchführung der nanoESI Q-TOF Massenspektrometrie 
 
 Die massenspektrometrischen Analysen wurden mit einem Q-TOF 
Massenspektrometer (Micromass, Manchester, UK) mit einer ZSpray™-Ionenquelle 
durchgeführt. Die gelösten GSL-Proben wurden in Kapillaren aus Borsilikatglas, die 
mit einem selbstkonstruierten Kapillarzieher hergestellt wurden, gefüllt und in die 
Ionenquelle eingeführt. Mit Hilfe eines Stahldrahtes wurde die Hochspannung an die 
Analytlösung angelegt. Die Kapillarspannung betrug 1100 V und die Konusspannung 
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140 V. Als Desolvatisierungsgas diente Stickstoff. Alle Experimente wurden im 
positiven Ionenmodus durchgeführt. Um Experimente im MS²-Modus mittels collision-
induced dissociation (CID) durchzuführen, wurden die Ionen mit Hilfe eines 
Quadrupols selektiert, in die Kollisionskammer geleitet und durch Kollisionen mit 
Argon fragmentiert. Die Darstellung und Auswertung der generierten Spektren erfolgten 
mit der Software Masslynx. 
 
 





 In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Untersuchungen von GSL-
Präparationen aus 26 Geweben bzw. Organen des männlichen und weiblichen 
Jungtieres gezeigt. Zuerst werden die einzelnen GSL-Gehalte von Gb3Cer und Gb4Cer 
in den Geweben des männlichen Ferkels (Kap. 4.1 und 4.2) und daraufhin die des 
weiblichen Ferkels (Kap. 4.3 und 4.4) dargestellt. Für den Nachweis wurden die GSL-
Mischungen mittels HPTLC aufgetrennt. Mit dem Overlay-Assay wurden die beiden 
Stx-Rezeptoren mit spezifischen Antikörpern (AK) detektiert, wobei der 
Bindungsnachweis über einen sekundären AK mit dem daran gekoppelten Enzym nach 
Zugabe von Färbesubstrat erfolgte. Die Messungen der Farbintensitäten der Banden 
erfolgten als Dreifachbestimmungen. Der Mittelwert der Integrale über der gemessenen 
Absorptionskurve erlaubt eine Aussage über den relativen GSL-Gehalt der Gewebe 
bzw. Organe im Vergleich zur GSL-Referenz.  
 Diese Messungen erlauben weiterhin den Nachweis von Zusammenhängen hinsichtlich 
der Expression der Stx-Rezeptoren innerhalb eines Tieres, z. B. Gb3Cer ↔ Gb4Cer; 
männlich (Kap. 4.7 und 4.8) und von Korrelationen der GSL-Expression zwischen den 
Geschlechtern, z. B. Gb3Cer (m) ↔ Gb3Cer (w) (Kap. 4.5 und 4.6). 
 Anschließend werden die Ergebnisse der Untersuchung der GSL-Proben zum 
Nachweis des Forssman-GSLs gezeigt (Kap. 4.9). 
 Die exakte Strukturaufklärung der AK-detektierten Stx-Rezeptoren wurde mittels 




) für Gb3Cer 
und Gb4Cer für die ausgewählten Gewebeproben des Darms [Duodenum (Kap. 4.11.1 
und Kap. 4.12.1) und Kolon (Kap. 4.11.2 und Kap. 4.12.2)] und der Niere [Cortex (Kap. 
4.11.3 und Kap. 4.12.3), Medulla (Kap. 4.11.4 und Kap. 4.12.4) und Pelvis (Kap. 4.11.5 
und Kap. 4.12.5)] durchgeführt. 
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4.1 Immundetektion von Gb3Cer in GSL-Extrakten aus 
Geweben des männlichen Ferkels 
 
 Der Nachweis von Gb3Cer-Spezies in den insgesamt 26 Gewebeproben (siehe Tab. 
4.1.1) erfolgte nach Auftrennung durch die Dünnschichtchromatographie mittels 
Immundetektion im Overlay-Assay (vgl. Kap. 3.5.4). In Abbildung 4.1 ist der 
immunologische Nachweis von Gb3Cer in den GSL-Extrakten der 26 Proben im 












Abbildung 4.1: DC-Immundetektion von Gb3Cer in GSL-Gemischen der 26 
Gewebeproben des männlichen Ferkels. Jedes Aliquot der aufgetragenen Lipidextrakte 
entspricht 2 mg Feuchtmasse. Die Immundetektion erfolgte mit einem polyklonalen Huhn 
Anti-Gb3Cer-AK und einem Anti-Huhn-IgY-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase. 
Die Färbung erfolgte durch zweistündige Inkubation mit BCIP als Substrat. Die GSL-
Referenzen auf Bahn 1 und 9 entsprechen ca. 0,033 µg (K1, JM10/185; 20 µl der 1:200 
Verdünnung) bzw. 0,0066 µg Gb3Cer (K2, JM10/185; 20 µl der 1:1000 Verdünnung). Die 
immunpositiven GSL der mit einem Kreis markierten Proben wurden anschließend 
massenspektrometrisch analysiert. Eine Auflistung der Proben findet sich in Tab. 4.1 
* Probe 10 (Mesenterial-Lymphknoten); Expression aus Mangel an Material  
  durch Bande (RB01/14-10) aus 1. Serie ersetzt.  
 
 
 In allen Gewebeproben ließen sich Gb3Cer-GSL nachweisen. Erkennbar ist ein 
vergleichsweise sehr hoher Gehalt von Gb3Cer in der Lunge (Probe 21) und im Darm 
(Duodenum, Jejunum, Ileum und Kolon; Proben 5, 6, 7 und 9). Eine schwache 
Expression zeigen die neuronalen Gewebe, wie Cerebrum und Cerebellum (Proben 23 
und 24) sowie Niere (Cortex; 11), Ohrlappen (1) und Blutserum (26). Die übrigen 
Gewebeproben weisen alle ein moderates Expressionsniveau auf. 
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 Die GSL-Referenz (neutrale GSL aus humanen Erythrozyten) auf Bahn 1 zeigt eine 
klassische Doppelbande mit einer stark ausgeprägten oberen und einer schwächeren 
unteren Bande. Die obere Bande stellt Gb3Cer mit hydrophoberer Eigenschaft, also 
längerer gebundener Fettsäure (FS), dar, während Gb3Cer mit einer hydrophileren, 
kurzkettigen FS nicht so hoch chromatographiert und sich in der unteren Bande 
nachweisen lässt. Die GSL-Extrakte der Organe mit starker Gb3Cer-Expression zeigen 
3-4 Banden, was auf eine hohe Fettsäure-Heterogenität und einen hohen Anteil an 
hydroxylierten GSL in den unteren Banden hindeutet. In fast allen angefärbten 
Bereichen zeichnen sich drei Banden ab. Die Ausnahme bilden die schwach-positiven 
Gewebe. Hier sind lediglich zwei Banden nachweisbar, wobei die untere Bande 
wesentlich kräftiger ausgeprägt ist. Dies spricht für einen höheren Anteil an Gb3Cer mit 
kurzkettiger Fettsäure. Die Gb3Cer-Spezies des Dünndarms (5, Duodenum) weisen eine 
zusätzliche 4. Bande auf. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen 














1 Ohrlappen 14 Harnblase 
2 Augenlider 15 Ureter 
3 Nasenrücken 16 Magen 
4 Muskel (Oberschenkel) 17 Milz 
5 Darm (Duodenum) 18 Pankreas 
6 Darm (Jejunum) 19 Leber 
7 Darm (Ileum) 20 Gallenblase 
8 Dünndarm-Lymphknoten 21 Lunge 
9 Darm (Kolon) 22 Herz 
10 Mesenterial-Lymphknoten 23 Cerebrum 
11 Niere (Cortex) 24 Cerebellum 
12 Niere (Medulla) 25 Vollblut (mit EDTA) 
13 Niere (Pelvis) 26 Serum 
 
1 
= Codierung der 26 Proben mit jeweils JM10/223-1 bis 26 des weiblichen Ferkels bzw. JM10/224-1 bis 26 des 
männlichen Ferkels. 
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 Die Absorptionswerte der Tierproben wurden für einen relativen Vergleich zur 
Referenz auf Bahn 1 (ca. 0,033 µg Gb3Cer) der jeweiligen HPTLC-Platte in Relation 
gesetzt, sodass für jeden Gb3Cer-Messwert ein relativer Wert ermittelt werden konnte. 
Nachfolgend wurden für die einzelnen relativen Absorptionswerte Ränge vergeben, 
wonach dem höchsten Wert Rang 1, dem zweithöchsten Wert Rang 2, etc., zugewiesen 
wurde. Den niedrigsten Rang erhielt die Probe mit dem geringsten relativen Gb3Cer-
Gehalt. Insgesamt wurden nur 25 der 26 Gewebeproben des männlichen Ferkels in die 
Berechnungen einbezogen. Von Probe 10 (Mesenterial-Lymphknoten) des männlichen 
Jungtieres stand aufgrund einiger Voruntersuchungen kein Material mehr zur 
Verfügung, wodurch es nicht möglich war, diese Probe in die vergleichende 
Bestimmung von Gb3Cer mit einzubeziehen. In Abbildung 4.1 ist daher der Overlay-
Nachweis der Mesenterial-Lymphknoten-Probe RB01/14-10 einer vorrangegangenen 
Testung eingefügt. 
 Tabelle 4.1.2 zeigt die Mittelwerte und Quotienten, die mit Hilfe der jeweiligen GSL-
Referenz berechnet wurden, und schließlich die Rangfolge der Organe hinsichtlich ihres 
Gb3Cer-Gehaltes. 




Tabelle 4.1.2: Ranglistenberechnung nach dreifachen densitometrischen Absorptionsmessungen der AK-
detektierten Gb3Cer-Banden des männlichen Ferkels
a 
 
Platte/Probe Mittelwert  Quotient Rang 
 
GSL-Referenz (Platte 1) 2489,62333   
Ohrlappen (RB01/14-1) 3074,15667 1,23478786 24 
Augenlider (RB01/14-2) 4815,67333 1,93429796 16 
Nasenrücken (RB01/14-3) 5463,69667 2,19458767 11 
Muskel (RB01/2-3)
b 
4829,73667 1,93994674 15 
Duodenum (RB01/14-5) 8152,85667 3,274735 3 
Jejunum (RB01/14-6) 9381,27333 3,76814967 1 
Ileum (RB01/14-7) 7641,56333 3,06936525 4 
GSL-Referenz (Platte 2) 2375,08333   
Dünndarm-LK (RB01/14-8) 5695,33 2,39794955 7 
Kolon (RB01/14-9) 6814,12667 2,8690053 5 
Mesenterial-LK (RB01/14-10)
c 
- - - 
Niere, Cortex (RB01/2-12)
d 
3199,35333 1,34704888 23 
Niere, Medulla (RB01/14-12) 4743,63333 1,99724922 13 
Niere, Pelvis (RB01/2-13) 5521,61 2,32480685 8 
Harnblase (RB01/14-14) 5444,33 2,29226904 9 
GSL-Referenz (Platte 3) 2182,77333   
Ureter (RB01/14-15) 4433,75 2,03124618 12 
Magen (RB01/14-16) 3999,73667 1,83241045 17 
Milz (RB01/14-17) 5850,94667 2,68051042 6 
Pankreas (RB01/14-18) 3551,22667 1,62693332 18 
Leber (RB01/14-19) 4343,28333 1,98980044 14 
Gallenblase (RB01/14-20) 3414,14667 1,56413248 19 
Lunge (RB01/14-21) 8199,60667 3,75650854 2 
GSL-Referenz (Platte 4) 2205,11333   
Herz (RB01/14-22) 5030,46333 2,28127201 10 
Cerebrum (RB01/14-23) 2994,66333 1,35805416 22 
Cerebellum (RB01/14-24) 3054,12333 1,38501876 21 










Aus den errechneten Mittelwerten wird mittels Division mit dem Absorptionswert des jeweiligen Standards 
(GSL-Referenz) der Quotient berechnet, welcher ausschlaggebend für die Ranglistenplatzierung ist (ausführliche 
Tabelle 9.4 dazu im Anhang). 
b  
RB01/14-4 (Muskel) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-3 aus 1. Serie ersetzt. 
c  
RB01/14-10 (Mesenterial-Lymphknoten) Expression aus Mangel an Probe nicht bestimmt und nicht ersetzt. 
d  
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4.2 Immundetektion von Gb4Cer in GSL-Extrakten aus 
Geweben des männlichen Ferkels 
 
 Abbildung 4.2 zeigt die Ergebnisse des Gb4Cer-Nachweises in den GSL-Extrakten der 
Tierproben mit ihren jeweiligen GSL-Referenzen. Eine relativ starke Gb4Cer-
Expression zeigen beispielsweise die Proben Pankreas (18), EDTA-Blut (25), Lunge 
(21), Niere (Pelvis, 13) und Milz (17) (s. Abb. 4.2). Schwache Expressionen von 
Gb4Cer weisen hingegen die Proben Cerebrum, Cerebellum (Proben 23 und 24) und 
Blutserum (26) auf. Die Proben Ohrlappen (1), Augenlider (2), Nasenrücken (3), 
Muskel (4), Duodenum (5), Jejunum (6), Ileum (7), Dünndarm-LK (8), Kolon (9), Niere 
(Cortex, 11), Niere (Medulla, 12), Harnblase (14), Ureter (15), Magen (16), Leber (19), 
Gallenblase (20) und Herz (22) zeigten eine moderate Expression. Die gefärbten 
Gb4Cer-Banden lassen zumeist homogene Doppelbanden erkennen, mit Ausnahme der 
Gewebe neuronaler Herkunft (Cerebrum und Cerebellum; 23 und 24). Hier wurde eine 
einzelne, tieflaufende Bande nachgewiesen, bei der es sich wahrscheinlich um eine 
„komprimierte“ Doppelbande handelt. 
 Tabelle 9.5 im Anhang enthält die gemessenen Daten, die Berechnung und die 
Rangliste der Gb4Cer-Gehalte der 25 Gewebeproben des männlichen Ferkels. Die 
Rangfolge der Gb4Cer-Werte wurde analog zu dem Procedere der Gb3Cer-
Bestimmungen, wie in Kapitel 4.1 beschrieben, ermittelt. 
 




Abbildung 4.2: DC-Immundetektion von Gb4Cer in GSL-Gemischen der 26 
Gewebeproben des männlichen Ferkels. Jedes Aliquot der aufgetragenen Lipidextrakte 
entspricht 2 mg Feuchtmasse. Die Immundetektion erfolgte mit einem polyklonalen Huhn 
Anti-Gb4Cer-AK und einem Anti-Huhn-IgY-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase. 
Die Färbung erfolgte durch zweistündige Inkubation mit BCIP als Substrat. Die GSL-
Referenzen auf Bahn 1 und 9 entsprechen ca. 0,033 µg (K1, JM10/185; 20 µl der 1:200 
Verdünnung) bzw. 0,0066 µg Gb4Cer (K2, JM10/185; 20 µl der 1:1000 Verdünnung). Die 
immunpositiven GSL der mit einem Kreis markierten Proben wurden anschließend 
massenspektrometrisch analysiert. Eine Auflistung der Proben findet sich in Tab. 4.1 
 
* Probe 10 (Mesenterial-Lymphknoten); Expression aus Mangel an Material  




4 Ergebnisse    47 
 
 
4.3 Immundetektion von Gb3Cer in GSL-Extrakten aus 
Geweben des weiblichen Ferkels 
 
 Abbildung 4.3 zeigt die Ergebnisse des Gb3Cer-Nachweises in den GSL-Extrakten der 
Tierproben, die mit dem Overlay-Assay erzielt wurden. Die Immunfärbungen der 
Gb3Cer-Spezies ergaben eine sehr starke Expression in der Lunge (21), der Milz (17), 
des Herzens (22) und des Darmes (Duodenum, Jejunum, Ileum, Dünndarm-LK, Kolon; 
Proben 5, 6, 7, 8 und 9) (s. Abb. 4.3). Ein geringer Gehalt von Gb3Cer wurde im 
Muskel, Cerebrum, Cerebellum, und Blutserum (4, 23, 24 und 26) nachgewiesen. Die 
Gewebeproben Ohrlappen (1), Augenlider (2), Nasenrücken (3), Niere (Cortex, 11), 
Niere (Medulla, 12), Niere (Pelvis, 13), Harnblase (14), Ureter (15), Magen (16), 
Pankreas (18), Leber (19) und Gallenblase (20) zeigten eine moderate Gb3Cer-
Expression. 
 In den GSL-Extrakten aus Cerebrum, Cerebellum und Blutserum (23, 24 und 26) 
wurde jeweils eine einzelne, tieflaufende Bande detektiert. Eine Doppelbande zeigten 
die Proben Muskel (4), Niere (Cortex, 11), Niere (Medulla, 12) und Pankreas (18). 
Jeweils eine Dreierbande wiesen die Proben Ohrlappen (1), Augenlider (2), 
Nasenrücken (3), Kolon (9), Mesenterial-LK (10), Niere (Pelvis, 13), Harnblase (14), 
Ureter (15), Magen (16), Leber (19), Gallenblase (20) und EDTA-Blut (25) auf. Vier 
Gb3Cer-positive Banden wurden im Dünndarm in den Proben Duodenum (5), Jejunum 
(6) und Ileum (7) detektiert. 
 In Tabelle 9.6 im Anhang sind die erhobenen densitometrischen Daten und Ranglisten 
aufgelistet. 
 




Abbildung 4.3: DC-Immundetektion von Gb3Cer in GSL-Gemischen der 26 
Gewebeproben des weiblichen Ferkels. Jedes Aliquot der aufgetragenen Lipidextrakte 
entspricht 2 mg Feuchtmasse. Die Immundetektion erfolgte mit einem polyklonalen Huhn 
Anti-Gb3Cer-AK und einem Anti-Huhn-IgY-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase. 
Die Färbung erfolgte durch zweistündige Inkubation mit BCIP als Substrat. Die GSL-
Referenzen auf Bahn 1 und 9 entsprechen ca. 0,033 µg (K1, JM10/185; 20 µl der 1:200 
Verdünnung) bzw. 0,0066 µg Gb3Cer (K2, JM10/185; 20 µl der 1:1000 Verdünnung). Die 
immunpositiven GSL der mit einem Kreis markierten Proben wurden anschließend 
massenspektrometrisch analysiert. Eine Auflistung der Proben findet sich in Tab. 4.1. 
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4.4  Immundetektion von Gb4Cer in GSL-Extrakten aus 
Geweben des weiblichen Ferkels 
 
 Die Abbildung 4.4 zeigt die Overlay-Assays, mit denen Gb4Cer in den GSL-Extrakten 
des weiblichen Tieres nachgewiesen wurde. Eine sehr starke Expression wurde in 
Mesenterial-Lymphknoten (10), Milz (17), Lunge (21), Magen (16) und EDTA-Blut 
(25) detektiert (s. Abb. 4.4). Eine sehr schwache Expression ließen hingegen die 
neuronalen Organe (Cerebrum und Cerebellum; 23 und 24) und das Blutserum (26) 
erkennen. Eine moderate Expression wiesen Ohrlappen (1), Augenlider (2), 
Nasenrücken (3), Duodenum (5), Jejunum (6), Ileum (7), Dünndarm-LK (8), Kolon (9), 
Niere (Cortex, 11), Niere (Medulla, 12), Niere (Pelvis, 13), Harnblase (14), Ureter (15), 
Pankreas (18), Leber (19), Gallenblase (20) und Herz (22) auf.  
 Die immungefärbten Gb4Cer-Banden von Cerebrum und Cerebellum (Probe 23 und 
24) zeigen eine singuläre, tieflaufende Bande. Die restlichen GSL-Extrakte wiesen 
überwiegend äquivalente Zweier-Banden auf. 
 Die densitometrischen Messwerte und die Rangliste finden sich in Tabelle 9.7 im 
Anhang.  
 





Abbildung 4.4: DC-Immundetektion von Gb4Cer in GSL-Gemischen der 26 
Gewebeproben des weiblichen Ferkels. Jedes Aliquot der aufgetragenen Lipidextrakte 
entspricht 2 mg Feuchtmasse. Die Immundetektion erfolgte mit einem polyklonalen Huhn 
Anti-Gb4Cer-AK und einem Anti-Huhn-IgY-AK mit gekoppelter alkalischer Phosphatase. 
Die Färbung erfolgte durch zweistündige Inkubation mit BCIP als Substrat. Die GSL-
Referenzen auf Bahn 1 und 9 entsprechen ca. 0,033 µg (K1, JM10/185; 20 µl der 1:200 
Verdünnung) bzw. 0,0066 µg Gb4Cer (K2, JM10/185; 20 µl der 1:1000 Verdünnung). Die 
immunpositiven GSL der mit einem Kreis markierten Proben wurden anschließend 
massenspektrometrisch analysiert. Eine Auflistung der Proben findet sich in Tab. 4.1. 
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4.5 Vergleich der Gb3Cer-Expression in Geweben des 
männlichen und des weiblichen Ferkels 
 
 In den vorangegangenen Kapiteln wurden mittels densitometrischer Quantifizierung 
Ranglisten für Gb3Cer- und Gb4Cer-Gehalte in den verschiedenen Organen eines 
männlichen und eines weiblichen Ferkels erstellt. In diesem Kapitel erfolgt eine 
statistische Auswertung, für die der Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman 
benutzt wurde. Insgesamt wurden von jedem Tier n = 26 Gewebeproben analysiert. Zur 
Untersuchung der Probe 10 (Mesenterial-Lymphknoten) des männlichen Tiers stand 
nach Voruntersuchungen kein Material mehr für die vergleichenden Untersuchungen 
zur Verfügung (siehe Kapitel 4.1). Daher werden für die Berechnung der rs-Werte die 
weiblichen Lymphknoten nicht berücksichtigt, sodass für beide Tiere die Ränge für n = 
25 Proben miteinander verglichen wurden. Um zu überprüfen, ob bei den beiden 
Testreihen des weiblichen und des männlichen Tieres hinsichtlich der Gb3Cer-
Expression eine Korrelation vorliegt und somit Aussagen über etwaige Parallelen 
getroffen werden können, wurde der Rangkorrelationskoeffizient rs nach Spearman mit 
den Rangwerten aus Tabelle 9.4 (männliches Tier) und 9.6 (weibliches Tier) wie folgt 
berechnet (vgl. Kapitel 3.5.6): 
 
 
n =  25 
∑di
2 
=  528 (vgl. Tab. 4.5) 
rs =  1-6∑di
2
 / (n³-n) = 0,797 
 
 
 Der kritische Wert für rs bei einem einseitigen Signifikanzniveau von α = 0,005 (0,5 %) 
für n = 25 beträgt 0,562 (vgl. Tab. 3.5.6). Da der errechnete Koeffizient größer ist als 
der kritische Wert, korrelieren die Ergebnisse der beiden Testreihen für Gb3Cer im 
männlichen und weiblichen Tier miteinander. Das Signifikanzniveau α = 0,005 gibt eine 
Fehlerwahrscheinlichkeit für diese Aussage von 0,5 % an. Die beiden Tiere 
unterscheiden sich also nicht hinsichtlich ihres Gehaltes an Stx-Rezeptor Gb3Cer. 





Tabelle 4.5: Rangzuordnung der Organe des männlichen und weiblichen Tieres entsprechend ihrem Gehalt an 
Gb3Cer zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten rs nach Spearman 
Gewebeproben Organ 
 
Gb3Cer (m) Gb3Cer (w)a   
Männlich(m) Weiblich (w) Rang  Rang  dᵢ dᵢ² 
RB01/14-1 NB01/33-1 Ohrlappen 24 16 8 64 
RB01/14-2 NB01/33-2 Augenlider 16 17 -1 1 
RB01/14-3 NB01/33-3 Nasenrücken 11 21 -10 100 
RB01/2-3b NB01/33-4 Muskel  15 24 -9 81 
RB01/14-5 NB01/33-5 Duodenum 3 6 -3 9 
RB01/14-6 NB01/33-6 Jejunum 1 7 -6 36 
RB01/14-7 NB01/33-7 Ileum 4 4 0 0 
RB01/14-8 NB01/33-8 Dünndarm-LK 7 5 2 4 
RB01/14-9 NB01/33-9 Kolon 5 3 2 4 
RB01/14-10 NB01/33-10 Mesenterial-LKc - - - - 
RB01/2-12d NB01/33-11 Niere (Cortex) 23 14 9 81 
RB01/14-12 NB01/33-12 Niere (Medulla) 13 18 -5 25 
RB01/14-13 NB01/33-13 Niere (Pelvis) 8 8 0 0 
RB01/14-14 NB01/33-14 Harnblase 9 9 0 0 
RB01/14-15 NB01/33-15 Ureter 12 15 -3 9 
RB01/14-16 NB01/33-16 Magen 17 12 5 25 
RB01/14-17 NB01/33-17 Milz 6 2 4 16 
RB01/14-18 NB01/33-18 Pankreas 18 19 -1 1 
RB01/14-19 NB01/33-19 Leber 14 10 4 16 
RB01/14-20 NB01/33-20 Gallenblase 19 20 -1 1 
RB01/14-21 NB01/33-21 Lunge 2 1 1 1 
RB01/14-22 NB01/33-22 Herz 10 11 -1 1 
RB01/14-23 NB01/33-23 Cerebrum 22 22 0 0 
RB01/14-24 NB01/33-24 Cerebellum 21 23 -2 4 
RB01/14-25 NB01/33-25 EDTA-Blut 20 13 7 49 
RB01/14-26 NB01/33-26 Blutserum 25 25 0 0 
        ∑dᵢ²= 528 
 
a
 Rangliste für Gb3Cer (w) ohne Berücksichtigung des Wertes für Gewebeprobe 10 (Mesenterial-LK – NB01/33-  
10), der nicht in die Berechnung eingeht (vgl. Tab. 9.6). 
b 
RB01/14-4 (Muskel) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-3 aus 1. Serie ersetzt. 
c 
RB01/14-10 (Mesenterial-Lymphknoten) Expression aus Mangel an Probe nicht bestimmt und nicht ersetzt. 
d 
RB01/14-11 (Niere, Cortex) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-12 aus 1. Serie 
ersetzt. 
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4.6 Vergleich der Gb4Cer-Expression in Geweben des 
männlichen und des weiblichen Ferkels 
 
 Zur Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten rs nach Spearman für die beiden 
Testreihen der Gb4Cer-Expression im weiblichen und männlichen Tier wurden, wie im 
vorherigen Kapitel 4.5 bereits erläutert, 25 Proben ohne Berücksichtigung des 
Mesenterial-LK des männlichen Tieres herangezogen. Die Berechnung von rs mit den 
Rangdaten von Gb4Cer, die in den Tabellen 9.5 (männliches Tier) und 9.7 (weibliches 
Tier) aufgeführt sind, ergab: 
 
 
n =  25 
∑di
2
 =  806 (vgl. Tab. 4.6) 
rs =  1-6∑di² / (n³-n) = 0,573 
 
 Bei einem einseitigen Signifikanzniveau von α = 0,005 (0,5 %) liegt der kritische Wert 
für eine Anzahl von 25 Gewebeproben (n = 25) bei 0,562 (vgl. Tab. 3.5.6). Der 
errechnete rs-Wert von 0,573 liegt über dem kritischen Wert; somit korrelieren die 
Expressionswerte von Gb4Cer in den untersuchten Geweben des männlichen und 
weiblichen Tieres. Die errechnete Fehlerwahrscheinlichkeit dieser Aussage liegt bei 0,5 
%. Der Gehalt an Stx-Rezeptor Gb4Cer in den untersuchten Geweben der beiden Tiere 
unterscheiden sich also nicht. 
 
 




Tabelle 4.6: Rangzuordnung der Organe des männlichen und weiblichen Tieres entsprechend ihrem Gehalt an 
Gb4Cer zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten rs nach Spearman 
Gewebeproben Organ 
 
Gb4Cer (m) Gb4Cer (w)
a 
  
Männlich (m) Weiblich (w) Rang  Rang  dᵢ dᵢ² 
RB01/14-1 NB01/33-1 Ohrlappen 8 18 -10 100 
RB01/14-2 NB01/33-2 Augenlider 15 15 0 0 
RB01/14-3 NB01/33-3 Nasenrücken 7 19 -12 144 
RB01/2-3b NB01/33-4 Muskel  12 22 -10 100 
RB01/14-5 NB01/33-5 Duodenum 16 11 5 25 
RB01/14-6 NB01/33-6 Jejunum 17 13 4 16 
RB01/14-7 NB01/33-7 Ileum 6 9 -3 9 
RB01/14-8 NB01/33-8 Dünndarm-LK 13 7 6 36 
RB01/14-9 NB01/33-9 Kolon 14 16 -2 4 
RB01/14-10 NB01/33-10 Mesenterial-LKc - - - - 
RB01/2-12d NB01/33-11 Niere (Cortex) 21 21 0 0 
RB01/14-12 NB01/33-12 Niere (Medulla) 19 20 -1 1 
RB01/14-13 NB01/33-13 Niere (Pelvis) 2 5 -3 9 
RB01/14-14 NB01/33-14 Harnblase 20 17 3 9 
RB01/14-15 NB01/33-15 Ureter 10 14 -4 16 
RB01/14-16 NB01/33-16 Magen 9 3 6 36 
RB01/14-17 NB01/33-17 Milz 1 1 0 0 
RB01/14-18 NB01/33-18 Pankreas 5 8 -3 9 
RB01/14-19 NB01/33-19 Leber 22 10 12 144 
RB01/14-20 NB01/33-20 Gallenblase 18 6 12 144 
RB01/14-21 NB01/33-21 Lunge 3 2 1 1 
RB01/14-22 NB01/33-22 Herz 11 12 -1 1 
RB01/14-23 NB01/33-23 Cerebrum 25 25 0 0 
RB01/14-24 NB01/33-24 Cerebellum 24 23 1 1 
RB01/14-25 NB01/33-25 EDTA-Blut 4 4 0 0 
RB01/14-26 NB01/33-26 Blutserum 23 24 -1 1 
        ∑dᵢ²= 806 
 
a  
Rangliste für Gb4Cer (w) ohne Berücksichtigung des Wertes für Gewebeprobe 10 (Mesenterial-LK; NB01/33-10),      
der nicht in die Berechnung eingeht (vgl. Tab. 9.7). 
b  
RB01/14-4 (Muskel) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-3 aus 1. Serie ersetzt. 
c  
RB01/14-10 (Mesenterial-Lymphknoten) Expression aus Mangel an Probe nicht bestimmt und nicht ersetzt. 
d  
RB01/14-11 (Niere, Cortex) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-12 aus 1. Serie ersetzt. 
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4.7 Vergleich der Expression von Gb3Cer und Gb4Cer im 
männlichen Ferkel 
 
 Um zu überprüfen, ob eine Korrelation hinsichtlich des Gehaltes an Gb3Cer und 
Gb4Cer innerhalb eines Tieres vorliegt, wurde als erstes der rs-Wert für das männliche 
Tier berechnet. Es wurden wieder nur 25 Gewebeproben ohne Berücksichtigung der 
Mesenterial-LK-Probe verglichen (siehe Erläuterung Kapitel 4.5). Die Tabelle 4.7 listet 
die gemessenen Ränge auf. Der folgende rs-Wert wurde mit den Rangwerten aus 




n =  25 
∑di
2
 =  1632 (vgl. Tab. 4.7) 
rs =  1-6∑di² / (n³-n) = 0,372 
 
 
 Bei Testung auf einprozentigem Signifikanzniveau (α = 0,01; kritischer Wert: 0,475; 
vgl. Tabelle 3.5.6) liegt bei dem errechneten Wert von 0,372 keine Korrelation vor. Der 
kritische rs-Wert für ein Signifikanzniveau von α = 0,05 (5 %) bei einer Anzahl von n = 
25 beträgt 0,336 (vgl. Tab. 3.5.6). Die Gehalte an Gb3Cer und Gb4Cer korrelieren also 
lediglich, wenn man ein 5 % - Signifikanzniveau heranzieht. Das Signifikanzniveau α = 
0,05 gibt eine Fehlerwahrscheinlichkeit für diese Aussage von 5 % an. Die untersuchten 
Gewebe des männlichen Tieres unterscheiden sich also mit 95-prozentiger 









Tabelle 4.7: Rangzuordnung der Organe des männlichen Tieres entsprechend ihrem Gehalt an Gb3Cer und 
Gb4Cer zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten rs nach Spearman  
Gewebeproben   Gb3Cer (m) Gb4Cer (m)     
Männlich (m) Organ Rang Rang di di² 
RB01/14-1 Ohrlappen 24 8 16 256 
RB01/14-2 Augenlider 16 15 1 1 
RB01/14-3 Nasenrücken 11 7 4 16 
RB01/2-3a Muskel  15 12 3 9 
RB01/14-5 Duodenum 3 16 -13 169 
RB01/14-6 Jejunum 1 17 -16 256 
RB01/14-7 Ileum 4 6 -2 4 
RB01/14-8 Dünndarm-LK 7 13 -6 36 
RB01/14-9 Kolon 5 14 -9 81 
RB01/14-10 Mesenterial-LKb - - - - 
RB01/2-12c Niere (Cortex) 23 21 2 4 
RB01/14-12 Niere (Medulla) 13 19 -6 36 
RB01/14-13 Niere (Pelvis) 8 2 6 36 
RB01/14-14 Harnblase 9 20 -11 121 
RB01/14-15 Ureter 12 10 2 4 
RB01/14-16 Magen 17 9 8 64 
RB01/14-17 Milz 6 1 5 25 
RB01/14-18 Pankreas 18 5 13 169 
RB01/14-19 Leber 14 22 -8 64 
RB01/14-20 Gallenblase 19 18 1 1 
RB01/14-21 Lunge 2 3 -1 1 
RB01/14-22 Herz 10 11 -1 1 
RB01/14-23 Cerebrum 22 25 -3 9 
RB01/14-24 Cerebellum 21 24 -3 9 
RB01/14-25 EDTA-Blut 20 4 16 256 
RB01/14-26 Blutserum 25 23 2 4 
       ∑di²= 1632 
 
a  
RB01/14-4 (Muskel) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-3 aus 1. Serie ersetzt 
b  
RB01/14-10 (Mesenterial-Lymphknoten) Expression aus Mangel an Probe nicht bestimmt und nicht ersetzt 
c  
RB01/14-11 (Niere, Cortex) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-12 aus 1. Serie 
ersetzt 
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4.8 Vergleich der Expression von Gb3Cer und Gb4Cer im 
weiblichen Ferkel 
 
 Um die GSL-Expression von Gb3Cer und Gb4Cer im weiblichen Tier zu vergleichen, 
wurde der Rangkorrelationskoeffizient mit den Rangwerten aus Tabelle 9.6 (Gb3Cer, 




n =  26 
∑di
2 
=  1022 (vgl. Tab. 4.8) 
rs =  1-6∑di² / (n³-n) = 0,651 
 
 
 Bei dem Vergleich der Ränge aller 26 Proben (siehe Tab. 4.8) wird der kritische Wert 
des Rangkorrelationskoeffizienten bei Testung auf 0,5 % - Signifikanzniveau von 0,515 
(vgl. Tab. 3.5.6) zugrunde gelegt. Somit korreliert die Expression von Gb3Cer und 
Gb4Cer mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,5 %. Die untersuchten Gewebe des 
weiblichen Tieres unterscheiden sich also nicht hinsichtlich ihres Gehaltes an Stx-
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Tabelle 4.8: Rangzuordnung der Organe des weiblichen Tieres entsprechend ihrem Gehalt an Gb3Cer und 
Gb4Cer zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten rs nach Spearman  
Gewebeproben  Gb3Cer (w) Gb4Cer (w)   
Weiblich (w) Organ Rang Rang di di² 
NB01/33-1 Ohrlappen 17 19 -2 4 
NB01/33-2 Augenlider 18 16 2 4 
NB01/33-3 Nasenrücken 22 20 2 4 
NB01/33-4 Muskel  25 23 2 4 
NB01/33-5 Duodenum 6 12 -6 36 
NB01/33-6 Jejunum 7 14 -7 49 
NB01/33-7 Ileum 4 10 -6 36 
NB01/33-8 Dünndarm-LK 5 8 -3 9 
NB01/33-9 Kolon 3 17 -14 196 
NB01/33-10 Mesenterial-LK 9 1 8 64 
NB01/33-11 Niere (Cortex) 15 22 -7 49 
NB01/33-12 Niere (Medulla) 19 21 -2 4 
NB01/33-13 Niere (Pelvis) 8 6 2 4 
NB01/33-14 Harnblase 10 18 -8 64 
NB01/33-15 Ureter 16 15 1 1 
NB01/33-16 Magen 13 4 9 81 
NB01/33-17 Milz 2 2 0 0 
NB01/33-18 Pankreas 20 9 11 121 
NB01/33-19 Leber 11 11 0 0 
NB01/33-20 Gallenblase 21 7 14 196 
NB01/33-21 Lunge 1 3 -2 4 
NB01/33-22 Herz 12 13 -1 1 
NB01/33-23 Cerebrum 23 26 -3 9 
NB01/33-24 Cerebellum 24 24 0 0 
NB01/33-25 EDTA-Blut 14 5 9 81 
NB01/33-26 Blutserum 26 25 1 1 
        ∑di²=1022 
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4.9 Immundetektion von Forssman-GSL in GSL-Extrakten aus 
Ferkelgeweben 
  
 Zum spezifischen immunologischen Nachweis der Expression des Forssman-GSLs in 
Ferkelgeweben und -organen wurden die GSL-Extrakte aller Proben des männlichen 
und weiblichen Tieres mittels Overlay-Assay mehrfach getestet. Hierzu wurden 
Aliquots entsprechend 10 mg Gewebefeuchtmasse eingesetzt. Im Unterschied zu den 
Trennungen von Gb3Cer und Gb4Cer wurde bei Testung der GSL-Extrakte auf das 
Forssman-GSL ein 30-minütiger Chloroform-Vorlauf durchgeführt. Als Positiv-
Kontrollen wurde die Referenzmischung JM10/185 mit 5 ng Forssman-GSL auf Bahn 1 
und 1 ng Forssman-GSL auf Bahn 9 aufgetragen. Nach Zugabe des hochsensitiven 
monoklonalen Anti-Forssman-Antikörpers (JM05/249; vgl. Tab. 3.5.1.1) wurde dieser 
mittels AP-konjugiertem Sekundärantikörper (Anti-Ratte IgG + IgM; vgl. Tab. 3.5.1.2) 
detektiert. Die gezeigten Banden wurden nach 48 h Färbung mittels BCIP erhalten (s. 
Kap. 3.5.4). Abbildung 4.9 zeigt einen der 8 Anti-Forssman-GSL-Overlay-Assays mit 7 
GSL-Extrakten der männlichen Gewebeproben. Sieben weitere DC-Platten mit den 
übrigen Proben des männlichen und weiblichen Tieres wiesen keine positiven 
Ergebnisse auf, weshalb auf ihre Darstellung verzichtet wurde. 
 
 
Abbildung 4.9: DC-Immundetektion des Forssman-GSLs in GSL-Gemischen der 26 
Gewebeproben des männlichen Tieres. Jedes Aliquot der aufgetragenen Lipidextrakte 
entspricht 10 mg Feuchtmasse. Die Immundetektion erfolgte mit einem monoklonalen 
Ratte IgM-AK gegen das Forssman-GSL und einem Anti-Ratte-IgG + IgM-AK mit 
gekoppelter alkalischer Phosphatase. Die Färbung erfolgte durch 48-stündige Inkubation 
mit BCIP als Substrat. Die GSL-Referenzen auf Bahn 1 und 9 entsprechen ca. 5 ng (K1, 
JM10/185; 3 µl der 1:200 Verdünnung) bzw. 1 ng (K2, JM10/185; 3 µl der 1:1000 
Verdünnung) Forssman-GSL. Die Gewebeproben sind 1, Ohrlappen; 2, Augenlid; 3, 
Nasenrücken; 4, Muskel (Oberschenkel); 5, Duodenum; 6, Jejunum; 7, Ileum. 
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 Im Falle von Probe 4 [Muskel (Oberschenkel), RB01/2-3] und Probe 6 (Jejunum, 
RB01/14-6) des männlichen Tieres wurden positive Nachweise für das Forssman-GSL 
erzielt. Vorangegangene Testreihen (Laborbuch: RB01/10; RB01/25; RB01/27) unter 
verschiedenen Assay-Bedingungen (Aliquotmenge, Dauer der Färbung, etc.) zeigten 
den gleichen positiven Response für die männlichen Proben des Muskels und des 
Jejunums. Positive Ergebnisse, die mit GSL-Extrakten aus Gallenblase und Milz erzielt 
wurden, waren einmalig (Laborbuch: RB01/10) und konnten nicht reproduziert werden 
(Laborbuch: RB01/25 und 27; NB02/24). Alle anderen Organe des männlichen und 
weiblichen Tieres waren hinsichtlich des Nachweises des Forssman-GSLs mehrfach 
negativ getestet worden. Somit konnte ein positiver Forssman-GSL-Nachweis für 
Muskelgewebe und Jejunum (Proben 4 und 6 in Abb. 4.9) des männlichen Tieres 
erbracht werden. 
 




 Um den strukturellen Nachweis zu erbringen, dass es sich bei den per Overlay-Assay 
immundetektierten GSL um Gb3Cer bzw. Gb4Cer handelt, wurden die 
Kieselgelextrakte mit den Antikörper-positiven Gb3Cer- bzw. Gb4Cer-Spezies mittels 
nanoESI Q-TOF MS
1
 und MS² / low energy-CID (collision-induced dissociation) 
vermessen. Für die Strukturaufklärung der Stx-Rezeptoren wurde die indirekte 
Kopplung des DC Overlay-Assays mit der nanoESI MS angewendet. Dazu wurde das 
Kieselgel der dünnschichtchromatographisch separierten und immundetektierten GSL-
Banden von den DC Platten abgekratzt und die GSL mittels Methanol extrahiert. Durch 
diese Vorgehensweise wurden sämtliche immunpositiven GSL-Spezies analysiert, 
sodass nicht nur die Hauptkomponenten, sondern auch GSL-Minoritäten detektiert 
werden konnten. Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse der 
massenspektrometrischen Rezeptoranalyse wurden aus den Silikagel-Extrakten von DC 
Overlay-Assays vorangegangener Testreihen erhalten, die jedoch analog zu den in Kap. 
4.1 - 4.4 abgebildeten Assays durchgeführt wurden. 
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 Bei der strukturellen Charakterisierung der Gb3Cer- und Gb4Cer-Spezies wurde im 
Rahmen dieser Arbeit der Schwerpunkt auf 5 ausgewählte Gewebe des Darms 
[Duodenum (5; Abb. 4.11.1 und 4.12.1), Kolon (9; Abb. 4.11.3 und 4.12.2)] und der 
Niere [Cortex (11), Medulla (12) und Pelvis (13)] (Abb. 4.11.4 und 4.12.4) der Tiere 
gelegt, da diese Organe in Bezug auf Rezeptorstatus und Erkrankung von besonders 
hohem Interesse sind. 
 Duodenum ist der Fachterminus für den Zwölffingerdarm, welcher den ersten 
Abschnitt des Dünndarms zwischen Magen und Jejunum darstellt. Mit Kolon wird der 
Grimmdarm bezeichnet. Er ist der anteilsmäßig größte Teil des Dickdarms und befindet 
sich zwischen Blinddarm (Caecum) und Mastdarm (Rektum). Das Interesse an diesen 
beiden Organproben ist groß, da bei Besiedelung und Erkrankung eines Schweines mit 
Stx2e-produzierenden E. coli das Duodenum, als Teil des Dünndarms, den 
Hauptbesiedelungsort [4,51] und das Kolon eines der Effektororgane des Stx2e 
darstellen [39]. 
 Bei der Niere entstammten die drei untersuchten Proben verschiedenen Arealen. 
Während Gewebe des Cortex (Rinde) aus dem äußerem Bereich entnommen wurde, 
entstammt die Probe der Medulla (Mark) aus dem Inneren des Organs. Mit Pelvis wird 
das Nierenbecken bezeichnet. Sie befindet sich am Hilus renalis im inneren Pol des 
Organs und sammelt den Harn, bevor er in den Harnleiter übergeht. Es wurden somit 
strukturell und funktionell drei unterschiedliche Bereiche der Niere untersucht. 
 Nachfolgend werden zunächst die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen 
von Gb3Cer der fünf ausgewählten Gewebeproben des männlichen und weiblichen 
Tieres dargestellt. Anschließend folgen die Ergebnisse der massenspektrometrischen 
Analyse selbiger Gewebe von Gb4Cer. Alle Spektren wurden im positiven Ionenmodus 
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-Übersichtsspektrum (Abb. 4.11.1 A) der männlichen Gewebeprobe RB01/41-
1 (Duodenum) zeigte eine Vielzahl an Gb3Cer-Varianten. Da die detektierten Spezies 
im Ceramidteil Sphingosin (4-Sphingenin, d18:1) aufweisen, ist die Variabilität auf das 
Vorliegen von Fettsäuren mit unterschiedlicher Kettenlänge zurückzuführen. Das 
eingefügte Insert zeigt den immundetektierten Bereich im entsprechenden Overlay-
Assay. Das Kieselgel wurde für die MS-Analysen abgekratzt und extrahiert. Die 
intensivsten Ionensignale wurden bei m/z 1046,74 und 1156,83 sowie 1158,84 
detektiert. Diese konnten den Strukturen von Gb3Cer (d18:1, C16:0) und Gb3Cer 
(d18:1, C24:1) sowie Gb3Cer (d18:1, C24:0) zugeordnet werden. Als weitere Gb3Cer-
Varianten wurden Gb3Cer (d18:1, C18:0) bei m/z 1074,76, Gb3Cer (d18:1, C20:0) bei 
m/z 1102,80 und Gb3Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1130,81 nachgewiesen. Zusätzlich 
konnten Ionen bei m/z 1062,71 und 1174,83 detektiert werden, welche formell einer 
Gb3Cer-Spezies mit einer Hydroxylgruppe im Ceramidteil entsprechen (im 
Massenspektrum mit einem Sternchen markiert). Die m/z-Werte aller detektierten Ionen 








Abbildung 4.11.1: nanoESI Q-TOF MS
1
 Gb3Cer-Spektren, die aus den Kieselgelextrakten 
der Antikörper-positiven Gb3Cer-Banden der Gewebeproben RB01/41-1 und 6 
(Duodenum) des männlichen bzw. weiblichen Tieres erzielt wurden.  
(A, B) MS
1
-Übersichtspektren. Die Inserts (A: männliches Tier, B: weibliches Tier) zeigen 
die Anti-Gb3Cer-positiven Bereiche, aus denen die GSL extrahiert wurden. Das 
aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entspricht jeweils einer Menge von 3 mg 
Gewebefeuchtmasse. Die Sternchen (*) markieren potentiell hydroxylierte Gb3Cer-
Spezies in der männlichen Duodenum-Probe. Die detektierten m/z-Werte und die 
zugehörigen Strukturvorschläge finden sich in Tabelle 4.11.1.  
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-Übersichtsspektrum der weiblichen Gewebeprobe RB01/41-6 des 
Duodenums (s. Abb. 4.11.1 B) ist im Vergleich zum Spektrum der männlichen 
Gewebeprobe (Abb. 4.11.1 A) von deutlich geringerer Qualität. Da der im Insert 
abgebildete, korrespondierende DC Overlay-Assay intensive Gb3Cer-positive Banden 
zeigt, ist davon auszugehen, dass entweder die GSL-Extraktion aus dem Kieselgel 
suboptimal war oder potentiell co-migrierende und co-extrahierte Substanzen die 
Ionisierung beeinflussen. Nichtsdestotrotz konnten auch in der weiblichen 
Duodenumprobe mehreren Gb3Cer-Varianten aufgrund der detektierten Ionen tentativ 
Strukturen zugeordnet werden. Hierbei handelt es sich um Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei 
m/z 1046,74 und Gb3Cer (d18:1, C18:0) bei m/z 1074,76. Weiterhin erfolgten 
Strukturzuordnungen für Gb3Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1102,80 und Gb3Cer (d18:1, 
C24:1/C24:0) mit m/z 1156,82/1158,84. Die m/z-Werte der Ionen und die zugehörigen 
Strukturvorschläge sind in Tabelle 4.11.1 aufgelistet. 
Die Verifizierung der vorgeschlagenen Strukturen erfolgte durch MS
2
-Experimente 





Tabelle 4.11.1: Mittels nanoESI Q-TOF MS
1
 detektierte m/z-Werte einfach geladener [M+Na]
+
-Ionen der 
Antikörper-positiven Gb3Cer-Spezies aus den Ferkelgewebeproben RB01/41-1 (Duodenum, männlich) und 














Gb3Cer (d18:1, C16:0) 
1062,71 n.d. Gb3Cer (d18:1, C16:0)-OH 
1074,76 1074,76 Gb3Cer (d18:1, C18:0) 
1102,80 1102,80 Gb3Cer (d18:1, C20:0) 
1130,81 1130,91 Gb3Cer (d18:1, C22:0) 
1156,83 1156,82 Gb3Cer (d18:1, C24:1) 
1158,84 1158,84 Gb3Cer (d18:1, C24:0) 
1174,83 n.d. Gb3Cer (d18:1, C24:0)-OH 
n.d.: nicht detektiert 
  





 Strukturanalyse einer Gb3Cer-Spezies aus dem Duodenum 
des weiblichen Tieres 
 
 Zur Bestätigung der tentativen Strukturvorschläge der detektierten Gb3Cer-Varianten 
wurden MS
2
-Experimente mittels low energy-CID durchgeführt. In Abbildung 4.11.2 A 
ist exemplarisch das MS
2
-Spektrum von Gb3Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1156,80 der 
Duodenum-Gewebeprobe RB01/41-6 des weiblichen Tieres gezeigt. Zur 
Veranschaulichung ist das zugehörige Fragmentierungsschema in Abbildung 4.11.2 B 
dargestellt. Die Benennung der Fragment-Ionen erfolgte nach der Nomenklatur von 
Domon und Costello aus dem Jahre 1988 [14].  
 Das CID-Spektrum zeigt den sequentiellen Verlust dreier Hexosen durch eine 
vollständige Y-Ionen Serie, und zwar Y2-Ionen bei m/z 994,73; Y1-Ionen bei m/z 832,66 
und Y0-Ionen bei m/z 670,63; wobei letztere den Ceramidteil repräsentieren. Die zu den 
Y-Ionen komplementären Ionen der B-Serie wurden bei m/z 347,16 (B2-Ionen) und m/z 
509,17 (B3-Ionen) detektiert. Des Weiteren konnten Ionen der C-Serie (C2-Ionen bei m/z 
365,12 und C3-Ionen bei m/z 527,17), der Z-Serie (Z1-Ionen bei m/z 814,65 und Z2-
Ionen bei m/z 976,69) sowie Ionen der A-Serie, die durch Ringspaltungen generiert 
werden, nachgewiesen werden. Durch das MS²-Spektrum konnte somit der 
Strukturvorschlag der analysierten Gb3Cer-Spezies als Gb3Cer (d18:1, C24:1) bestätigt 
werden. In Tabelle 4.11.2 sind die detektierten Fragmentionen mit entsprechenden m/z-
Werten aufgeführt. 
 




Abbildung 4.11.2:  
(A) nanoESI-Q-TOF MS
2
-Spektrum von Gb3Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1156,80 aus 
der 
Gewebeprobe RB01/41-6 (Duodenum) des weiblichen Tieres. Die m/z-Werte der 
detektierten Fragmentionen sind in Tabelle 4.11.2 aufgelistet. 











Gb3Cer-Varianten im Kolon des männlichen Tieres 
 
 Die massenspektrometrische Analyse des Silikagelextraktes der immunpositiven 
Banden der Gewebeprobe aus dem Kolon des männlichen Ferkels (RB01/41-2) zeigte 
ebenfalls das Vorhandensein von Gb3Cer-Spezies mit unterschiedlichen Fettsäuren im 
Ceramid. Es wurden Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,82; Gb3Cer (d18:1, C18:0) 
bei m/z 1074,88; Gb3Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1102,92 und Gb3Cer (d18:1, C22:0) 
bei m/z 1130,93 sowie Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) bei m/z 1156,95/1158,96 
detektiert. Die Abbildung 4.11.3 A zeigt das korrespondierende Spektrum. Die 




Tabelle 4.11.2: Mittels nanoESI Q-TOF MS
2
 detektierte Fragmentionen der Gb3Cer-Spezies (d18:1, C24:1) 
[M+Na]
+















B3  509,17 
C3  527,17 
Y0  670,63 
Z1  814,65 
Y1  832,66 
Z2  976,69 
Y2  994,73 




Abbildung 4.11.3: nanoESI Q-TOF MS
1 
Gb3Cer-Spektren, die aus den Kieselgelextrakten 
der Antikörper-positiven Gb3Cer-Banden der Gewebeproben RB01/41-2 und 7 (Kolon) des 
männlichen und weiblichen Tieres erzielt wurden. 
(A, B) MS
1
-Übersichtspektren. Die Inserts (A: männliches Tier, B: weibliches Tier) zeigen 
die Anti-Gb3Cer-positiven Bereiche, aus denen die GSL extrahiert wurden. Das 
aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entspricht jeweils einer Menge von 3 mg 
Gewebefeuchtmasse. Die detektierten m/z-Werte und die zugehörigen 
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Gb3Cer-Varianten im Kolon des weiblichen Tieres 
 
 In der Kolon-Gewebeprobe des weiblichen Tieres (RB01/41-7) wurden ebenfalls 
diverse Gb3Cer-Varianten detektiert, die im Ceramid mit geradzahligen Fettsäuren mit 
einer Kettenlänge von C16:0 bis C24:1/C24:0 substituiert waren (s. Abb. 4.11.3 B). Das 
Signalmuster ist mit dem des männlichem Tieres in etwa vergleichbar (s. Abb. 4.11.3 
A). Lediglich die Ionen der Spezies Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,78, welche 
beim männlichen Tier die Hauptkomponente darstellten, wurden im Kolongewebe des 
weiblichen Tieres mit geringerer Intensität detektiert. Neben Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei 
m/z 1046,78 und Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) bei m/z 1156,91/1158,93 stellt auch hier 
die Gb3Cer-Spezies mit einem C22:0 Fettsäurerest im Ceramid eine der 
Hauptkomponenten dar. Als Nebenkomponenten wurden Gb3Cer-Varianten mit C18:0 
und C20:0 Fettsäuren nachgewiesen. Die den Spezies zugehörigen m/z-Werte und die 
entsprechenden Strukturvorschläge finden sich in Tabelle 4.11.3. 
 
 
Tabelle 4.11.3: Mittels nanoESI Q-TOF-MS
1
 detektierte m/z-Werte einfach geladener [M+Na]
+
-Ionen der 
Antikörper-positiven Gb3Cer-Spezies aus den Ferkelgewebeproben RB01/41-2 (Kolon, männlich) und  



















Gb3Cer (d18:1, C16:0) 
1074,80 Gb3Cer (d18:1, C18:0) 
1102,84 Gb3Cer (d18:1, C20:0) 
1130,89 Gb3Cer (d18:1, C22:0) 
1156,91 Gb3Cer (d18:1, C24:1) 
1158,93 Gb3Cer (d18:1, C24:0) 
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4.11.3 Niere (Cortex) 
 
Gb3Cer-Varianten im Cortex der Niere des männlichen Tieres 
 
 In der Cortexprobe der Niere des männlichen Schweines konnten mittels nanoESI-Q-
TOF MS Gb3Cer-Spezies, die Fettsäuren mit einer Kettenlänge von C16:0 bis 
C24:1/C24:0 (1-6) aufwiesen, detektiert werden (Abb. 4.11.4 A). Bei der Gb3Cer-
Variante mit langkettiger C24 Fettsäure wird die Spezies mit gesättigter Fettsäure (6; 
bei m/z 1158,81) mit deutlich größerer Häufigkeit detektiert als die Spezies mit 
ungesättigter Fettsäure (5; bei m/z 1156,80). Weitere Komponenten stellen Gb3Cer 
(d18:1, C22:0) bei m/z 1130,78 (4), Gb3Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1102,77 (3) sowie 
die Variante mit kurzkettiger Fettsäure Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,71 (1) dar. 
Die detektierten Spezies Gb3Cer (d18:1, C18:0) bei m/z 1074,92 (2) und Gb3Cer 
(d18:1, C24:1) bei m/z 1156,80 (5) stellen in diesem Gewebe Nebenkomponenten dar. 
Die m/z-Werte der gekennzeichneten Peaks und die zugehörigen Strukturvorschläge 
finden sich zusammen mit den Werten der Nierenproben aus Medulla und Pelvis in 
Tabelle 4.11.4.




Abbildung 4.11.4: nanoESI Q-TOF MS
1
 Gb3Cer-Spektren, die aus den Kieselgelextrakten 
der Antikörper-positiven Gb3Cer-Banden der Nierenproben Cortex, Medulla und Pelvis des 
männlichen und weiblichen Tieres erzielt wurden. Die Inserts (A, C, E: männliches Tier; B, 
D, F: weibliches Tier) zeigen die Anti-Gb3Cer positiven Bereiche, aus denen die GSL 
extrahiert wurden. Das aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entspricht jeweils einer 
Menge von 3 mg Gewebefeuchtmasse. Die gemessenen m/z-Werte der markierten Peaks 
und die zugehörigen Strukturvorschläge sind in Tabelle 4.11.4 aufgelistet. 
(A,B) MS
1
-Spektren der Proben RB01/41-11 und 14 (Niere, Cortex).   
(C,D) MS
1
-Spektren der Proben RB01/41-12 und 15 (Niere, Medulla).   
(E,F) MS
1
-Spektren der Proben RB01/41-13 und 16 (Niere, Pelvis).  
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-Übersichtsspektrum der Cortexprobe der weiblichen Niere (RB01/41-14) 
(Abb. 4.11.4 B) weist trotz des deutlich positiven Overlay-Assays (Insert) ein 
erhebliches Hintergrundrauschen auf. Auch die beiden anderen Nierenproben des 
weiblichen Ferkels (Abb. 4.11.4 D, F) zeigen ein erhöhtes Signal/Rausch-Verhältnis. 
Dies könnte auf eine unvollständige GSL-Extraktion aus dem Kieselgel oder auf die 
Anwesenheit störender co-extrahierter Substanzen zurückzuführen sein. Dennoch 
konnten den m/z-Werten Gb3Cer-Strukturen mit Fettsäurenkettenlängen von C16:0 bis 
C24:1/C24:0 (1-6) zugeordnet werden. Wie im MS1-Spektrum der männlichen 
Gewebeprobe wurde auch bei der weiblichen Gewebeprobe Gb3Cer (d18:1, C24:0) bei 
m/z 1158,85 (6) mit der höchsten Signalintensität detektiert. Zusätzlich konnten Ionen 
bei m/z 1156,81 (5), 1130,82 (4) und 1046,71 (1) detektiert werden, welche tentativ den 
Gb3Cer-Spezies mit C24:1, C22:0 und C16:0 Fettsäure zugeordnet wurden. Die 
Gb3Cer-Varianten mit C20:0 (3) und C18:0 (2) Fettsäuren konnten mit lediglich 
doppeltem Signal/Rausch-Verhältnis nachgewiesen werden. Die m/z-Werte der 
zugeordneten Molekülionen sind zusammen mit den entsprechenden 



















Tabelle 4.11.4: Mittels nanoESI Q-TOF MS
1
 detektierte m/z-Werte einfach geladener [M+Na]
+
-Ionen der 
Antikörper-positiven Gb3Cer-Spezies aus den Schweinegewebeproben der Niere RB01/41-11 und 14 (Cortex, 
männlich und weiblich), RB01/41-12 und 15 (Medulla, männlich und weiblich) und RB01/41-13 und 16 (Pelvis, 
















1046,71  1046,71  
Gb3Cer (d18:1, C16:0) 1046,71  1046,71 






1074,92 1074,77  







1102,77 1102,77  







1130,78 1130,82  







1156,80 1156,81  







1158,81 1158,85  




4.11.4 Niere (Medulla) 
 
Gb3Cer-Varianten in der Medulla der Niere des männlichen Tieres 
 
 Bei der massenspektrometrischen Analyse der immundetektierten Gb3Cer-Spezies der 
männlichen Nierenprobe (Medulla, RB01/41-12) wurde ein klares Übersichtsspektrum 
erhalten (Abb. 4.11.4 C). Wie schon bei der Gewebeprobe des männlichen Cortex (Abb. 
4.11.4 A) stellte Gb3Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1158,85 (6) die Hauptkomponente dar. 
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Als weitere Spezies mit hoher Häufigkeit wurde Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 
1046,71 (1) detektiert. Die Gb3Cer-Lipoformen mit C18:0- (2), C20:0- (3), C22:0- (4) 
und C24:1-Fettsäure (5) konnten ebenfalls nachgewiesen werden. Die m/z-Werte der 
detektierten Ionen sind zusammen mit den zugehörigen Strukturvorschlägen in Tabelle 
4.11.4 aufgelistet. 
 




-Übersichtsspektrum der Nierenprobe (Medulla, RB01/41-15) ist in Abb. 
4.11.4 D dargestellt. Analog zum männlichen Gewebe (s. Abb. 4.11.4 C) waren auch in 
der weiblichen Probe die Gb3Cer-Spezies mit den Fettsäuren C16:0 (1) und C24:0 (6) 
als Hauptkomponenten bei m/z 1046,71 und 1158,85 zu finden. Als weitere 
Komponenten mit geringerer Häufigkeit wurden Gb3Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 
1102,92 (3), Gb3Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1130,82 (4) sowie Gb3Cer (d18:1, C24:1) 
bei m/z 1156,84 (5) detektiert. Die Gb3Cer-Lipoform mit C18:0-Fettsäure konnte in 
dieser Gewebeprobe nicht nachgewiesen werden. Die m/z-Werte der mit Zahlen 




4.11.5 Niere (Pelvis) 
 
Gb3Cer-Varianten in der Pelvis der Niere des männlichen Tieres  
 
 Analog zu den zuvor massenspektrometrisch analysierten Nierenproben des 
männlichen Ferkels wurden auch in der Gewebeprobe RB01/41-13 (Niere, Pelvis) 
Gb3Cer-Varianten mit unterschiedlichen Fettsäuren im Ceramid, nämlich C16:0 bis 
C24:0, detektiert. Abbildung 4.11.4 E zeigt das entsprechende MS
1
-Spektrum. Die 
Hauptkomponente im Pelvis stellt wieder Gb3Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1158,86 (6) 
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dar. Als weitere Hauptkomponenten wurden Gb3Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1156,84 (5) 
und Gb3Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1130,82 (4) detektiert. Auch die Gb3Cer-Varianten 
mit C16:0- (1), C18:0- (2) und C20:0-Fettsäure (3) bei m/z 1046,71 und 1074,77 sowie 
1102,77 konnten in diesem Gewebe eindeutig nachgewiesen werden. Die zugehörigen 
Strukturvorschläge zu den ermittelten m/z-Werten sind in Tabelle 4.11.4 zusammen mit 
den Nierenproben aus Cortex und Medulla aufgelistet.  
 




-Spektrum der weiblichen Nierenprobe (Pelvis; RB01/41-16) (s. Abb. 4.11.4 
F) ähnelt vom Signalmuster den zuvor beschriebenen Spektren von Cortex und 
Medulla. Als Hauptkomponenten wurden Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,71 (1), 
Gb3Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1130,82 (4) und Gb3Cer (d18:1, C24:1/C24:0) bei m/z 
1156,84/1158,85 (5/6) detektiert. Die Ionen mit geringerer Häufigkeit bei m/z 1074,77 
und 1102,77 wurden Gb3Cer (d18:1, C18:0) (2) und Gb3Cer (d18:1, C20:0) (3) 
zugeordnet. Die entsprechenden Strukturvorschläge sind zusammen mit den 





 Strukturanalyse einer Gb3Cer-Spezies aus der Pelvis der 
Niere des männlichen Tieres 
 
 Die aufgrund der MS
1
-Übersichtsspektren zugeordneten Strukturen wurden im 
Folgenden mittels MS
2
-Experimenten verifiziert. Abbildung 4.11.5 zeigt exemplarisch 
das low energy-CID-Spektrum von Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,70 (A) aus der 
Gewebeprobe des männlichen Tieres (Niere, Pelvis) und das entsprechende 
Fragmentierungsschema (B). Das MS
2
-Spektrum weist eine vollständige Serie von Y-
Ionen beginnend mit Y2-Ionen bei m/z 884,62 über Y1 Ionen bei m/z 722,56 bis hin zu 
Y0 bei m/z 560,52 auf. Die entsprechende Serie der B-Ionen wurde durch B1-Ionen bei 
m/z 185,07 und B2-Ionen bei m/z 347,12 sowie B3-Ionen bei m/z 509,18 ebenfalls 
komplett detektiert. Zusätzlich konnten alle Ionen der C-Serie sowie, durch 





A2 -Ionen nachgewiesen werden. Bei den im Spektrum mit N
II
 
bezeichneten Ionen handelt es sich um diagnostische Ionen für den Ceramidteil (s. Abb. 
4.11.5 B). Sie belegen das Vorliegen von 4-Sphingenin (d18:1) im Ceramid, womit der 
Strukturvorschlag Gb3Cer (d18:1, C16:0) bestätigt werden konnte. Die Fragmentionen 




Abbildung 4.11.5:  
(A) nanoESI-Q-TOF MS
2
-Spektrum von Gb3Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1046,70 aus 
der Gewebeprobe RB01/41-13 (Niere, Pelvis) des männlichen Tieres. Die m/z-
Werte der detektierten Fragmentionen sind in Tabelle 4.11.5 aufgeführt.  
(B) Fragmentierungsschema von Gb3Cer (d18:1, C16:0).  
 













-Übersichtspektrum in Abbildung 4.12.1 A des Duodenums vom männlichen 
Jungtier (RB01/91-1) wurden Gb4Cer-Varianten mit geradzahligen Fettsäuren mit 
Kettenlängen von 16 bis 24 C-Atomen detektiert. Das stärkste Ionensignal bei m/z 
1361,82 wurde tentativ Gb4Cer mit Sphingosin (d18:1) und C24:0-Fettsäurekette 
zugeordnet. Des Weiteren konnte Gb4Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1249,76; Gb4Cer 
(d18:1, C18:0) bei m/z 1277,78; Gb4Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1305,79; Gb4Cer 
(d18:1, C22:0) bei m/z 1333,81 und Gb4Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1359,82 detektiert 
werden. Die Ionen bei m/z 1377,85 wurden tentativ einer Gb4Cer-Spezies mit einer 
Hydroxylgruppe im Ceramid zugeordnet. Die mit einem Kreuz (†) markierten Peaks 
Tabelle 4.11.5: Mittels nanoESI Q-TOF MS
2
 detektierte Fragmentionen der Spezies Gb3Cer (d18:1, C16:0) 
[M+Na]
+










C1  203,09 
N
II
  264,29 
0,2
A2  305,10 
B2  347,12 
C2  365,12 
B3  509,18 
C3  527,18 
Y0  560,52 
Y1  722,56 
Z2  866,64 
Y2  884,62 
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bezeichnen unbekannte Substanzen. Die Auflistung der m/z-Werte und der 






Abbildung 4.12.1: nanoESI Q-TOF MS
1
 Gb4Cer-Spektren, die aus den Kieselgelextrakten 
der Antikörper-positiven Gb4Cer-Banden der Gewebeproben RB01/91-1 und 9 
(Duodenum) des männlichen bzw. weiblichen Tieres erzielt wurden.  
(A, B) MS
1
-Übersichtspektren. Die Inserts (A: männliches Tier, B: weibliches Tier) zeigen 
die Anti-Gb4Cer-positiven Bereiche, aus denen die GSL extrahiert wurden. Das 
aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entspricht jeweils einer Menge von 3 mg 
Gewebefeuchtmasse. Die Kreuze (†) markieren co-migrierte unbekannte 
Substanzen. Die detektierten m/z-Werte und die zugehörigen Strukturvorschläge 
finden sich in Tabelle 4.12.1.  
 




-Spektrum der Gewebeprobe RB01/91-9 (Duodenum) des weiblichen Tieres 
(s. Abb. 4.12.1 B) zeigte ein ähnliches Signalmuster wie das Spektrum, welches aus der 
männlichen Gewebeprobe des Duodenums erhalten wurde. Auch in dieser 
Gewebeprobe konnten alle Gb4Cer-Varianten mit Fettsäuresubstitutionen von C16:0 bis 
C24:1/C:24:0 detektiert werden. Auch die potentiell hydroxylierte Gb4Cer-Spezies bei 
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m/z 1377,84 konnte, wenn auch mit geringerer Häufigkeit, nachgewiesen werden. Im 
Unterschied zum Spektrum der männlichen Gewebeprobe wurde im weiblichen 
Duodenum ein höherer Anteil von Gb4Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1359,83 detektiert. 
Die mit einem Kreuz (†) markierten Peaks bezeichnen wiederum unbekannte 
Substanzen. Die m/z-Werte sind zusammen mit den zugehörigen Strukturvorschlägen in 










-Übersichtspektrum, das aus dem Silikagelextrakt der mittels Antikörper 
detektierten Gb4Cer-Spezies der Kolon-Gewebeprobe RB01/91-2 des männlichen 
Ferkels generiert wurde, ist in Abbildung 4.12.2 A dargestellt. Alle Ionen wurden 
wieder in Form von Natrium-Addukten [M+Na]
+
 detektiert. Das Insert, welches oben 
links eingefügt ist, zeigt die immundetektierten und für die MS-Analyse abgekratzten 
Banden des entsprechenden Overlay-Assays. Im Spektrum sind 6 unterschiedliche 
Gb4Cer-Varianten nachweisbar, die sich durch die im Ceramid gebundene Fettsäure 
unterscheiden. Die Ionen mit höchster Intensität bei m/z 1249,76 und 1333,84 sowie 
Tabelle 4.12.1: Mittels nanoESI Q-TOF MS
1
 detektierte m/z-Werte einfach geladener [M+Na]
+
-Ionen der 
Antikörper-positiven Gb4Cer-Spezies aus den Ferkelgewebeproben RB01/91-1 (Duodenum, männlich) und 




; m/z  
 
Strukturvorschlag 






Gb4Cer (d18:1, C16:0) 
1277,78 1277,78 Gb4Cer (d18:1, C18:0) 
1305,79 1305,85 Gb4Cer (d18:1, C20:0) 
1333,81 1333,82 Gb4Cer (d18:1, C22:0) 
1359,82 1359,83 Gb4Cer (d18:1, C24:1) 
1361,82 1361,88 Gb4Cer (d18:1, C24:0) 
1377,85 1377,84 Gb4Cer (d18:1, C24:0)-OH 
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1359,85/1361,85 wurden Gb4Cer (d18:1, C16:0) und Gb4Cer (d18:1, C22:0) sowie 
Gb4Cer (d18:1, C24:1/C24:0) zugeordnet. Zusätzlich wurden als Nebenkomponenten 
die Spezies Gb4Cer (d18:1, C18:0) bei m/z 1277,80 und Gb4Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 
1305,82 detektiert. Die mit einem Kreuz (†) markierten Peaks stellen co-extrahierte, 
nicht weiter analysierte Substanzen dar. Die Tabelle 4.12.2 gibt die m/z Werte der 




Abbildung 4.12.2: nanoESI Q-TOF MS
1
 Gb4Cer-Spektren, die aus den Kieselgelextrakten 
der Antikörper-positiven Gb4Cer-Banden der Gewebeproben RB01/91-2 und 10 (Kolon) 
des männlichen bzw. weiblichen Tieres erzielt wurden. 
(A, B) MS
1
-Übersichtspektren. Die Inserts (A: männliches Tier, B: weibliches Tier) zeigen 
die Anti-Gb4Cer-positiven Bereiche, aus denen die GSL extrahiert wurden. Das 
aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entspricht jeweils einer Menge von 3 mg 
Gewebefeuchtmasse. Kreuze (†) markieren co-migrierte, unbekannte Substanzen. 
Die detektierten m/z-Werte und die zugehörigen Strukturvorschläge finden sich 
Tabelle 4.12.2.  
 
 




-Spektrum der weiblichen Kolongewebeprobe (RB01/91-10), welches 
zusammen mit dem entsprechenden Overlay-Assay als Insert in Abbildung 4.12.2 B 
dargestellt ist, wurde analog zur männlichen Gewebeprobe die Gb4Cer-Lipoform 
(d18:1, C24:0) bei m/z 1361,79 als Hauptkomponente detektiert. Die Gb4Cer-Spezies 
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mit C16:0-Fettsäure bei m/z 1249,78; C18:0- Fettsäure bei m/z 1277,78; C22:0- 
Fettsäure bei m/z 1333,87 und C24:1- Fettsäure bei m/z 1359,83 wurden mit annähernd 
gleichen relativen Häufigkeiten nachgewiesen. Mit nur unwesentlich geringerer 
Intensität wurden Ionen bei m/z 1305,80 detektiert, welche Gb4Cer (d18:1, C20:0) 
zugeordnet wurden. In Tabelle 4.12.2 sind die m/z-Werte der detektierten Ionen und die 








 Strukturanalyse einer Gb4Cer-Spezies aus dem Kolon des 
männlichen Tieres 
 
 Als Beispiel für die Strukturaufklärung mittels MS
2
-Experimenten ist in Abbildung 
4.12.3 A das low energy-CID-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C22:0) aus männlichem 
Kolongewebe dargestellt. Abbildung 4.12.3 B zeigt das zugehörige 
Fragmentierungsschema. Es konnte eine vollständige Serie von Y-Ionen detektiert 
werden. Die Y3-Ionen bei m/z 1130,71 zeigen den Verlust des endständigen HexNAc 
an, während die Y2-Ionen bei m/z 968,69 und die Y1-Ionen bei m/z 806,65 sowie die Y0-
Ionen bei m/z 644,60 den sequentiellen Verlust der 3 Hexosen kennzeichnen. Die zu den 
Y-Ionen komplementären Ionen der B-Serie konnten ebenfalls in vollem Umfang 
nachgewiesen werden. Die B1-Ionen bei m/z 226,09 indizieren den Verlust des 
terminalen HexNAc und die B2-, B3- und B4-Ionen bei m/z 388,12 und 550,18 sowie 
Tabelle 4.12.2: Mittels nanoESI Q-TOF MS
1
 detektierte m/z-Werte einfach geladener [M+Na]
+
-Ionen der 
Antikörper-positiven Gb4Cer-Spezies aus den Ferkelgewebeproben RB01/91-2 (Kolon, männlich) und RB01/91-10 













 Gb4Cer (d18:1, C16:0) 
1277,80  1277,78  Gb4Cer (d18:1, C18:0) 
1305,82 1305,80  Gb4Cer (d18:1, C20:0) 
1333,84  1333,87  Gb4Cer (d18:1, C22:0) 
1359,85 1359,83  Gb4Cer (d18:1, C24:1) 
1361,85 1361,79  Gb4Cer (d18:1, C24:0) 
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712,23 kennzeichnen die um 1, 2 oder 3 Hexosen verlängerte Kohlenhydratstruktur. 
Zusätzlich zu den C4-Ionen bei m/z 730,22 konnte eine Reihe von internen 
Fragmentionen detektiert werden, die im MS
2
-Spektrum mit einem Sternchen (*) 
gekennzeichnet sind. Zuordnungsvorschläge für diese Ionen sind im 
Fragmentierungsschema in Abbildung 4.12.3 B eingezeichnet. Alle detektierten 
Fragmentionen sind zusammen mit den zugehörigen m/z-Werten in Tabelle 4.12.3 
aufgelistet.  
 Durch die MS
2
-Analyse konnte die Zuordnung der Ionen bei m/z 1333,80 zu der 





(A)  nanoESI-Q-TOF MS
2
-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1333,80 aus 
der Gewebeprobe RB01/91-2 (Kolon) des männlichen Tieres. Die m/z-Werte der 
detektierten Fragmentionen sind in Tabelle 4.12.3 aufgeführt. 
(B) Fragmentierungsschema von Gb4Cer (d18:1, C22:0). 
 





4.12.3 Niere (Cortex) 




-Übersichtsspektrum der Gewebeprobe der männlichen Cortexprobe der Niere 
RB01/91-6, dargestellt in der Abbildung 4.12.4 A, weist Ionen mit sehr ähnlichen 
relativen Häufigkeiten auf, welche Gb4Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1249,76 (1), Gb4Cer 
(d18:1, C20:0) bei m/z 1305,76 (3), Gb4Cer (d18:1, C22:0) bei m/z 1333,82 (4) und 
Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1361,82 (6) zugeordnet wurden. Mit deutlich geringerer 
Häufigkeit wurden Ionen bei m/z 1277,77 (2) und 1377,91 (7) detektiert, was für einen 
geringen Anteil der Gb4Cer-Lipoformen Gb4Cer (d18:1, C18:0) und der hydroxylierten 
Form von Gb4Cer (d18:1, C24:0) in diesem Gewebe spricht. Der Anteil der Gb4Cer-
Spezies mit ungesättigter Fettsäure (d18:1; C24:1) (5) war auffallend niedrig in diesem 
Gewebe. Das Signal dieser Ionen war lediglich mit doppeltem Signal/Rausch-Verhältnis 
detektierbar. Die Tabelle 4.12.4 gibt die m/z-Werte der detektierten Ionen und die 
entsprechenden Strukturvorschläge wieder. 
 
Tabelle 4.12.3: Mittels nanoESI Q-TOF MS
2
 detektierte Fragmentionen der Spezies Gb4Cer (d18:1, C22:0) 
[M+Na]
+









Y2/ B4* 347,10 
Y2/ C4* 365,13  
B2  388,12 
Y3/ B4* 509,17 
Y3/ C4* 527,18 
B3  550,18 
Y0  644,60 
B4  712,23 
C4  730,22 
Y1  806,65 
Y2  968,69 
Y3  1130,71 
* = interne Fragmentionen 
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Gb4Cer-Varianten im Cortex der Niere des weiblichen Tieres 
 
 Die gleichen Gb4Cer-Spezies (1-7) ließen sich auch in dem MS1-Übersichtsspektrum 
der weiblichen Cortexprobe RB01/91-14 in Abbildung 4.12.4 B detektieren. Die 
Intensitäten der Ionensignale stellten sich jedoch im Vergleich zum Spektrum der 
männlichen Probe leicht unterschiedlich dar. Als Hauptkomponenten traten Gb4Cer 
(d18:1, C22:0) (4) und Gb4Cer (d18:1, C24:0) (6) auf. Mit leicht geringerer Intensität 
wurden Gb4Cer (d18:1, C16:0) (1) und Gb4Cer (d18:1, C20:0) (3) nachgewiesen. Im 
Gewebe des weiblichen Tieres war der Anteil an Gb4Cer (d18:1, C18:0) (2), Gb4Cer 
(d18:1, C24:1) (5) und hydroxyliertem Gb4Cer (d18:1, C24:0) (7) ähnlich niedrig wie 
im Cortex des männlichen Tieres. Die Auflistung der detektierten m/z-Werte und die 
entsprechenden Strukturvorschlägen finden sich in Tabelle 4.12.4. 
 




Abbildung 4.12.4: nanoESI Q-TOF MS
1
 Gb4Cer-Spektren, die aus den Kieselgelextrakten 
der Antikörper-positiven Gb4Cer-Banden der Nierenproben Cortex, Medulla und Pelvis des 
männlichen und weiblichen Tieres erzielt wurden. Die Inserts (A, C, E: männliches Tier; B, 
D, F: weibliches Tier) zeigen die Anti-Gb4Cer positiven Bereiche, aus denen die GSL 
extrahiert wurden. Das aufgetragene Aliquot an GSL-Rohextrakt entspricht jeweils einer 
Menge von 3 mg Gewebefeuchtmasse. Kreuze (†) markieren co-migrierte, unbekannte 
Substanzen. Die gemessenen m/z-Werte der markierten Peaks und die zugehörigen 
Strukturvorschläge sind in Tabelle 4.12.4 aufgelistet. 
(A,B) MS
1
-Spektren der Proben RB01/91-6 und 14 (Niere, Cortex).    
(C,D) MS
1
-Spektren der Proben RB01/91-7 und 15 (Niere, Medulla).    
(E,F) MS
1












4.12.4 Niere (Medulla) 
 
Gb4Cer-Varianten in der Medulla der Niere des männlichen Tieres 
 
 Wie schon bei den zuvor massenspektrometrisch analysierten Nierenproben des Cortex 
des männlichen Ferkels wurden auch in der Medulla (RB01/91-7) unterschiedliche 
Gb4Cer-Lipoformen detektiert. Abbildung 4.12.4 C zeigt das entsprechende MS
1
-
Spektrum. Die höchsten Ionenintensitäten wurden für Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 
Tabelle 4.12.4: Mittels nanoESI Q-TOF MS
1
 detektierte m/z-Werte einfach geladener [M+Na]
+
-Ionen der 
Antikörper-positiven Gb4Cer-Spezies aus den Ferkelgewebeproben der Niere RB01/91-6 und 14 (Cortex, männlich 
und weiblich), RB01/91-7 und 15 (Medulla, männlich und weiblich) und RB01/91-8 und 16 (Pelvis, männlich und 















1249,76 1249,77  







1277,77 1277,77  







1305,76 1305,76  







1333,82 1333,79  







1359,82 1359,82  







1361,82 1361,87  







1377,91 1377,87  
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1361,85 (6) erhalten. Für Gb4Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1359,85 (5), Gb4Cer (d18:1, 
C22:0) bei m/z 1333,80 (4), Gb4Cer (d18:1, C18:0) bei m/z 1277,76 (2) und Gb4Cer 
(d18:1, C16:0) bei m/z 1249,76 (1) wurden in etwa gleiche Signalintensitäten ermittelt. 
Auch die Varianten Gb4Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1305,82 (3) sowie die hydroxylierte 
Form von Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1377,81 (7) waren mit nur unwesentlich 
geringeren Ionenintensitäten deutlich detektierbar. Die Strukturvorschläge zu den 
detektierten m/z-Werten sind in Tabelle 4.12.4 aufgelistet. 
 
Gb4Cer-Varianten in der Medulla der Niere des weiblichen Tieres 
 
 Im Vergleich zum MS
1
-Spektrum des Medulla-Gewebes der männlichen Niere, ist das 
in Abbildung 4.12.4 D dargestellte Übersichtsspektrum der weiblichen Medulla-Probe 
RB01/91-15 von deutlich geringerer Qualität. Eindeutig konnten lediglich Gb4Cer 
(d18:1, C16:0) bei m/z 1249,77 (1) und Gb4Cer-Spezies (d18:1, 24:0) bei m/z 1361,83 
(6) detektiert werden. Die weiteren vorgeschlagenen Strukturen für Gb4Cer (d18:1, 
C18:0) bei m/z 1277,82 (2), Gb4Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1305,79 (3), Gb4Cer 
(d18:1, C22:0) bei m/z 1333,86 (4) und Gb4Cer (d18:1, C24:1) bei m/z 1359,91 (5) 
konnten mit lediglich doppeltem Signal/Rausch-Verhältnis nachgewiesen werden, 
sodass das Vorhandensein dieser Spezies in der Medulla der Niere des weiblichen 
Ferkels nicht sicher ist. Die Tabelle 4.12.4 gibt die m/z-Werte der detektierten Ionen und 





 Strukturanalyse einer Gb4Cer-Spezies aus der Medulla der 
Niere des männlichen Tieres  
 
 Die Bestätigung eines tentativen Strukturvorschlages mittels MS²-Experimenten ist in 
Abbildung 4.12.5 A beispielhaft für die Hauptkomponente der männlichen Medulla 
(RB01/91-7) gezeigt, und zwar für Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1361,85. Das 
entsprechende Fragmentierungsschema ist in Abbildung 4.12.5 B dargestellt. Es wurde 
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eine vollständige Serie folgender Y-Ionen detektiert: Y3-Ionen bei m/z 1158,76 zeigen 
den Verlust des endständigen HexNAc an, Y2-Ionen bei m/z 996,71 (Verlust von 
HexNAc-Hex), Y1-Ionen bei m/z 834,70 (Verlust von HexNAc-Hex2) und Y0-Ionen bei 
m/z 672,64 (Verlust von HexNAc-Hex3), die den Ceramidteil repräsentieren. Zusätzlich 
konnten die komplementären Ionen der B-Serie (B1 bei m/z 226,09; B2 bei m/z 388,14; 
B3 bei m/z 550,18 und B4 bei m/z 712,23) detektiert werden. Das Spektrum wird 
komplettiert durch C4-Ionen bei m/z 730,25, sowie einige interne Fragmentionen, die 
mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet sind. Durch die indirekte Kopplung des 
Antikörper-basierten Overlay-Assays mit der nanoESI-Q-TOF MS konnte somit der 
Strukturvorschlag Gb4Cer (d18:1, C24:0) für diese Spezies bestätigt werden. In Tabelle 




Abbildung 4.12.5:  
4 Ergebnisse    89 
 
 
(A)  nanoESI-Q-TOF MS
2
-Spektrum von Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1361,85 aus 
der Gewebeprobe RB01/91-7 (Niere, Medulla) des männlichen Tieres. Die m/z-
Werte der detektierten Fragmentionen sind in Tabelle 4.12.5 aufgeführt.  







4.12.5 Niere (Pelvis) 
 
 
Gb4Cer-Varianten in der Pelvis der Niere des männlichen Tieres 
 
 Mittels massenspektrometrischer Analyse der Probe RB01/91-8 aus der männlichen 
Niere (Pelvis) konnten wieder die Gb4Cer-Spezies mit geradzahligen Fettsäureketten 
von C16:0 bis C24:1/C24:0 detektiert werden (s. Abb. 4.12.4 E). Als Hauptkomponente 
wurde neben Gb4Cer (d18:1, C24:0) bei m/z 1361,79 (6) in der Pelvis Gb4Cer (d18:1, 
 
Tabelle 4.12.5: Mittels nanoESI Q-TOF MS
2
 detektierte Fragmentionen der Spezies Gb4Cer (d18:1, C24:0) 
[M+Na]
+ 












B2  388,14 
Y3/B4* 509,16 
Y3/C4* 527,18 
B3  550,18 
Y0  672,64 
B4  712,23 
C4  730,25 
Y1  834,70 
Y2  996,71 
Y3  1158,76 
 * = interne Fragmentionen. 
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C16:0) mit kurzkettiger Fettsäure bei m/z 1249,74 (1) bestimmt. Die m/z-Werte aller 
detektierten Ionen nebst Strukturvorschlägen sind in Tabelle 4.12.4 aufgelistet.  
 




-Übersichtsspektrum der Nierenprobe (Pelvis) RB01/91-16 des weiblichen 
Ferkels (Abb. 4.12.4 F) ergab auch hier Gb4Cer-Lipoformen mit C16 bis C24 
Fettsäuren. Im Vergleich zum Spektrum des männlichen Pendants zeigte sich hier 
allerdings ein unterschiedliches Signalmuster. Die Hauptkomponenten waren Gb4Cer 
(d18:1, 24:0) bei m/z 1361,85 (6) und Gb4Cer (d18:1, 22:0) bei m/z 1333,84 (4). Die 
übrigen Ionensignale von Gb4Cer (d18:1, C16:0) bei m/z 1249,75 (1), Gb4Cer (d18:1, 
C18:0) bei m/z 1277,80 (2), Gb4Cer (d18:1, C20:0) bei m/z 1305,77 (3), Gb4Cer 
(d18:1, C24:1) bei m/z 1359,91 (5) und die hydroxylierte Variante von Gb4Cer (d18:1, 
C24:0) bei m/z 1377,85 (7) zeigten nahezu gleiche relative Häufigkeiten (s. Abb. 4.12.4 
F). Die Tabelle 4.12.4 gibt die m/z-Werte der detektierten Ionen und die entsprechenden 
Strukturvorschläge wieder. 
 
4.13  Resümee der Ergebnisse 
 
 Durch die Anwendung und Kopplung der Dünnschichtchromatographie bzw. 




Analyse ist es in 
dieser Doktorarbeit erstmals gelungen, eine große Auswahl an Organ- und 
Gewebeproben eines männlichen und eines weiblichen Ferkels auf Gb3Cer- und 
Gb4Cer-Spezies sowie das Forssman-GSL zu untersuchen. Im Vergleich zu früheren 
Arbeiten von Boyd et al. [9] ist eine derartige Studie in dieser Genauigkeit und 
Exaktheit noch nicht durchgeführt worden. Es konnte gezeigt werden, dass alle 
Gewebe- und Organproben Gb3Cer- und Gb4Cer-Spezies aufwiesen. Darüber hinaus 
konnte erstmals der Nachweis für das Forssman-GSL in Muskel und Jejunum des 
männlichen Ferkels erbracht werden. 






 Stx vom Subtyp Stx1a und Stx2a sind die Hauptpathogenitätsfaktoren bei EHEC-
Infektionen des Menschen, wohingegen STEC, die Stx2e freisetzen, die Auslöser für 
das Auftreten der Ödemkrankheit in Schweinen sind. So stellt die Ödemkrankheit die 
einzige Stx-vermittelte Krankheit dar, bei der es möglich ist, wissenschaftliche Studien 
und Experimente im natürlichen Wirt durchzuführen. Dies ist nicht nur für die 
veterinärmedizinische Forschung, sondern auch als Modell für EHEC-Erkrankungen im 
Menschen von großer Bedeutung [39]. 
 Die GSL Gb3Cer und Gb4Cer sind aufgrund ihrer Rezeptorfunktion an der 
Pathogenese maßgeblich beteiligt, wobei die genaue Rolle des Forssman-GSLs noch 
unklar ist. Bei einer EHEC-Erkrankung des Menschen ist Gb3Cer der funktionell 
dominante Rezeptor für Stx1a und Stx2a, die bevorzugt an Gb3Cer von 
mikrovaskulären Endothelzellen der Niere und des Gehirns binden und somit 
hauptverantwortlich für die EHEC-assoziierten Symptome sind [66]. Während eine 
Stx2e-vermittelte Erkrankung im Menschen nahezu symptomlos verläuft oder lediglich 
zu einer milden Diarrhoe mit einem minimalen Risiko für HUS führt [19], stellt der 
Stx2e-Subtyp in Schweinen den Hauptpathogenitätsfaktor dar, der die Ödemkrankheit 
verursacht. 
 Die Stx2e-produzierenden E. coli-Stämme besiedeln in Schweinen den Dünndarm und 
haften sich über F18ab-Fimbrien an Schleimhautepithelzellen an [4,51]. Dort 
sezernierte Toxine gelangen in den systemischen Kreislauf [13], wo sie über Bindung 
an Erythrozyten [9] mit dem Blutfluss an ihre Hauptangriffsorte, und zwar die 
Blutgefäße des Dünndarms und des Gehirns transportiert werden. MacLeod et al. [39] 
reproduzierten im Jahre 1991 durch Intoxikation mit Stx2e die Ödemkrankheit in 
Versuchsschweinen und beschrieben u.a. histopathologisch die Auswirkungen auf 
Effektororgane. Neben Ödemen in Augenlidern, Submucosa des Magens und 
Mesenterium des Spiraldarms (Teil des Schweinedickdarms) fanden sich Einblutungen 
im Dickdarm und Kleinhirn. Die Darstellung der Expression sowie die 
massenspektrometrische Charakterisierung der Stx2e-Rezeptoren Gb3Cer und Gb4C in 
Schweinegeweben ist somit ein wichtiger initialer Schritt zum Verständnis der 
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pathogenetischen Unterschiede hinsichtlich der Verteilung der Rezeptoren und Wirkung 
der Toxine bei Stx-vermittelten Erkrankungen. 
 
5.1  GSL-Rezeptoren von Stx2e in Ferkelgeweben 
 
 Die Präsenz der in dieser Arbeit im Detail untersuchten Stx2e-Rezeptoren Gb3Cer und 
Gb4Cer in verschiedenen Geweben bzw. Organen war zuvor bereits in mehreren 
Publikationen beschrieben worden. Boyd et al. [9] untersuchten im Jahre 1993 
Schweineorgane, wie z. B. Niere, Darm und Gehirn, immunchemisch auf ihre GSL-
Expression und erbrachten einen positiven Nachweis in 12 von 14 (Gb3Cer) bzw. in 11 
von 14 (Gb4Cer) Geweben (auf Übereinstimmungen und Unterschiede der Ergebnisse 
wird später eingegangen).  
 Waddell et al. [90] wiesen 1998 durch Inokulation von Stx-sensitiven (u.a. Kolon, 
Rückenmark, Kleinhirn, Augenlid) und nicht Stx-sensitiven Schweinegeweben (z. B. 
Leber und Ileum) mit Stx2e eine Toxin-Rezeptor-Bindung in Arterien, Venen und 
Enterozyten (Krypten im Ileum) in allen untersuchten Geweben nach. Waddell et al. 
schlussfolgerten, dass allein die Rezeptor-Toxin-Interaktion nicht zwingend zu 
Organschädigung führt und weitere Faktoren, neben der Expression der Rezeptoren, die 
Entwicklung der erkrankungstypischen Symptome wie Läsionen oder Ödeme 
beeinflussen. 
 Die in dieser Arbeit ausgewählten Ferkelproben wurden zunächst immunchemisch 
hinsichtlich ihres Gehaltes an den Stx-Rezeptoren Gb3Cer, Gb4Cer und Forssman-GSL 
untersucht. Mit Hilfe von polyklonalen Antikörpern gegen Gb3Cer und Gb4Cer sowie 
einem monoklonalen Antikörper gegen das Forssman-GSL wurde die GSL-Expression 
in den Gewebe-Extrakten nach chromatographischer Auftrennung per DC Overlay-
Assay analysiert. Es war aus einer vorausgegangenen Arbeit von Müthing et al. (2012) 
bekannt, dass Stx2e neben Gb4Cer und Gb3Cer auch an das Forssman-GSL bindet [56]. 
Die Immundetektion per AK wurde der Detektion mittels Stx2e vorgezogen, weil 
vorangegangene Arbeiten unserer Arbeitsgruppe eine um den Faktor 10 höhere 
Sensitivität der GSL-spezifischen AK gezeigt hatten. Aus diesem Grund und aufgrund 
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des materialsparenden Vergleichs war der Einsatz der AK-Immundetektion zum 
Nachweis von Stx-Rezeptoren geeigneter. 
 
5.1.1 Rolle und Expression von Gb3Cer und Gb4Cer in 
verschiedenen Geweben und Organen von Ferkeln 
 
 Die DC Overlay-Assays zeigten, dass in allen 26 Geweben Gb3Cer in 
unterschiedlichem Ausmaß exprimiert wurde (vgl. Abb. 4.1 und 4.3), weswegen auch 
die Möglichkeit eines ubiquitären Vorkommens dieses Rezeptors mit in Betracht 
gezogen werden muss. Gb3Cer fungiert neben Gb4Cer, das als Hauptrezeptor für Stx2e 
identifiziert wurde [13], als sekundärer Rezeptor für Stx2e (Ödemkrankheit), gilt aber 
als präferenzieller GSL-Rezeptor für die Subtypen Stx1a und Stx2a [56]. Die Niere ist 
das am stärksten von der zytotoxischen Wirkung von Stx1a und/oder Stx2a betroffene 
humane Effektororgan bei einem durch eine EHEC-Infektion ausgelösten HUS; sie ist 
aber auch in Schweinen Zielorgan für Stx2e. So beschrieben Pohlenz et al. [65] im 
Jahre 2005 das Vorhandensein von Gb3Cer in der porzinen Niere und zudem HUS-
ähnliche Läsionen in Cortex und Medulla, nachdem sie neugeborene Ferkel oral mit 
dem humanpathogenen Stx2a-produzierenden E. coli O157:H7-Stamm infizierten. Die 
in der vorliegenden Doktorarbeit gemessenen Gb3Cer-Expressionen der drei 
Nierenproben lassen sich insgesamt als moderat bis niedrig bewerten. Der höchste 
Expressionsrang von Geweben aus männlicher und weiblicher Niere wurde jeweils dem 
Nierenbecken (Pelvis) zugeordnet (jeweils Rang 8/25), während Cortex [Rang: 23/25 
(m) und 14/25 (w)] und Medulla [Rang: 13/25 (m) und 18/25 (w)] der Niere im 
Vergleich zum Pelvis einen moderaten bis niedrigen Gehalt an Gb3Cer aufwiesen. Des 
Weiteren zeigten Cortex und Medulla geschlechtsspezifische Unterschiede. In der 
weiblichen Probe der Nierenrinde wurde densitometrisch ein geringfügig höherer 
Gehalt gemessen als in der männlichen Gegenprobe. Andererseits ergab die Messung 
der Gb3Cer-positiven Bande der männlichen Nierenmark-Probe einen deutlich höheren 
Wert, als die des weiblichen Tieres (s. Tab. 9.4 und 9.6), was auf mögliche individuelle 
oder geschlechtsspezifische Unterschiede hinweisen kann. 
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 Bei der Untersuchung einer humanen Niere zeigten Boyd et al. (1989) Unterschiede in 
der Gb3Cer-Expression in den verschiedenen Nierenregionen [8]. Sie detektierten einen 
generell hohen Gehalt an Gb3Cer in der menschlichen Niere, wobei im Cortex mehr 
Gb3Cer nachgewiesen wurde als in der Medulla. Boyd deutete in der Arbeit, dass der 
Gehalt an Gb3Cer der einzelnen Organabschnitte der Niere mit dem Ausmaß der 
Schädigung durch Stx korreliert. Dass die Höhe der Gb3Cer-Expression nicht mit dem 
Grad der Schädigung oder Pathogenese der STEC-vermittelten Erkrankungen beim 
Menschen zusammenhängt, ist nach dem heutigen Stand des Wissens anzunehmen [9]. 
Hierzu lassen sich in der vorliegenden Doktorarbeit exemplarisch Leber [Rang: 14/25 
(m) und 10/25 (w)] mit einer moderaten Gb3Cer/Gb4Cer-Expression und Lunge [Rang: 
2/25 (m) und 1/25 (w)] mit der höchsten Expression aller untersuchten Organe (vgl. 
Tab. 9.4 - 9.7) anführen. Diese Organe zeigen keine durch Stx2e verursachte 
Schädigung bei Anwesenheit des Toxins im System des Schweins [39]. Stx2e schädigt 
im Verlauf einer Infektion des Schweines Gewebe des Gastrointestinaltrakts und des 
Gehirns, welche die präferenziellen Effektororgane im Tier darstellen. Stx2e schädigt 
insbesondere deren Endothelzellen, die hauptsächlich nekrotisch werden, aber auch 
durch induzierte Apoptose Schaden nehmen [44]. Die in der vorliegenden Doktorarbeit 
untersuchten Gewebe des Gastrointestinaltrakts waren Duodenum [Rang: 3/25 (m) und 
6/25 (w)], Jejunum [Rang: 1/25 (m) und 7/25 (w)], Ileum [Rang: 4/25 (m) und 4/25 (w)] 
und Kolon [Rang: 5/25 (m) und 3/25 (w)]. Sie zeigten allesamt einen sehr hohen Gehalt 
an Gb3Cer im männlichen und im weiblichen Ferkel (vgl. Tab. 4.5). Der Gb4Cer-
Gehalt dieser Organe (Ausnahme Ileum) in beiden Jungtieren bewegte sich jedoch eher 
im moderaten bis niedrigen Bereich (vgl. Tab. 4.6). Dem relativ hohen Gb3Cer-Gehalt 
des Gastrointestinaltrakts im Schwein steht im Vergleich dazu eine unklare Situation 
des humanen Gastrointestinaltrakts gegenüber. So konnten Miyamoto et al. keine 
Gb3Cer-Expression und keine Gb3Cer-Synthetase in humanen Darmendothelzellen 
(HIMEC; Human Intestinal Microvascular Endothelial Cells) nachweisen [50], 
wohingegen Jacewicz et al. besagte Zelllinie als Gb3Cer-positiv beschrieben [23]. 
Schüller et al. führten im Jahre 2004 Experimente mit einer Gb3Cer-positiven und einer 
Gb3Cer–negativen Darmzelllinie durch, welche beide zur Stx-Aufnahme fähig waren 
[78]. Für die Gb3Cer-negative Zelllinie postulierten sie einen Gb3Cer-unabhängigen 
Stx-Transportweg in humane Darmepithelzellen.  
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 Das Gehirn des Schweines als zweites präferenzielles Zielorgan der durch STEC-
verursachten Ödemkrankheit wurde im Jahre 1993 von Boyd et al. [9] mittels Stx im 
DC Overlay-Assay untersucht, wobei damals keine Expression von Gb3Cer und 
Gb4Cer nachgewiesen werden konnte. Sehr wahrscheinlich, bedingt durch bessere 
Overlay-Techniken und sensitivere Antikörper, konnte in der vorliegenden Doktorarbeit 
die Expression von Gb3Cer und Gb4Cer in einem Extrakt aus Cerebrum und 
Cerebellum des männlichen und weiblichen Tieres nachgewiesen werden (s. Abb. 4.1 - 
4.4, Bahnen 23 und 24). Die Gb3Cer- und Gb4Cer-positiven Banden der Proben aus 
Cerebrum und Cerebellum enthalten wahrscheinlich GSL-Lipoformen mit kurzkettiger 
Fettsäure. Allerdings bedingt ein höchstwahrscheinlich hoher Anteil anderer 
Bestandteile des Lipidextraktes ein retardiertes Laufverhalten bei der Chromatographie, 
was zu einer schlechteren Vergleichbarkeit der Ergebnisse führte und einen 
Ansatzpunkt für weitergehende Analysen (z.B. MS-Analytik) liefert. Auf die Bedeutung 
des positiven Nachweises von Gb3Cer und Gb4Cer in diesen beiden Proben wird in 
Kapitel 5.2.1 noch näher eingegangen. 
 Der niedrigste Gehalt an Gb3Cer wurde im Serum (Probe 26) gemessen. Die markante, 
tieflaufende Bande im Overlay-Assay lässt auf eine kurzkettige Fettsäure bei der im 
Serum vorkommenden Gb3Cer-Lipoform schließen. In einer Untersuchung von 
humanem Plasma fanden Schweppe et al. ähnliche Anteile von Gb3Cer (18 %) und 
Gb4Cer (16 %), die im Blut als Lipoprotein-assoziierte Lipide auftreten [79]. Auch die 
Rangplatzierungen der Serumproben in dieser Arbeit sind auffallend ähnlich. So wiesen 
die Serumproben bei der Untersuchung auf Gb3Cer und Gb4Cer sehr niedrigere Ränge 
auf [Gb3Cer: Rang 25/25 (m); 25/25 (w); Gb4Cer: 23/25 (m); 24/25 (w)], wobei die 
Rangzuordnung aber keine quantitative Aussage über den GSL-Gehalt zulässt. 
 Das GSL Gb4Cer, welches als präferenzieller Rezeptor für Stx2e gilt [13], wurde in 
allen 26 untersuchten Geweben des männlichen und weiblichen Tieres detektiert. 
Während Boyd et al. Gb4Cer nicht in der Leber und in neuronalem Gewebe (Cerebrum, 
Cerebellum) nachweisen konnten [9], konnte die Expression von Gb4Cer in besagten 
Organen in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden (vgl. Abb. 4.2 und 4.4). In porzinen 
Erythrozyten (Vollblut) ermittelten Boyd et al. einen 25-fach höheren Gb4Cer-Gehalt 
im Vergleich zu Gb3Cer [9]. In der vorliegenden Arbeit belegte der Wert für den 
Gb4Cer-Gehalt der EDTA-Vollblutproben (vgl. Kap. 3.1) jeweils den 4. Rang in den 
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Ranglisten. Die zugehörigen Gb3Cer-Expressionsränge sind mit Rang 20 für die 
männliche Probe (Differenz zu Gb4Cer: 16 Ränge) und mit Rang 13 für die weibliche 
Probe (Differenz zu Gb4Cer: 9 Ränge) deutlich tiefer. Dieser bestätigte Unterschied in 
dem GSL-Gehalt im Vollblut liefert einen Hinweis auf die besondere Pathogenese der 
Ödemkrankheit. Da das auslösende Agens Stx2e präferenziell an Gb4Cer bindet und 
porzine Erythrozyten, welche den Hauptbestandteil des Vollblutes ausmachen, einen 
vielfach höheren Gehalt an Gb4Cer aufweisen, kommt den roten Blutkörperchen nach 
Toxin-Bindung wahrscheinlich eine Transportfunktion für Stx2e zu. Die 
Bindungsintensitäten und -affinitäten von Stx an humane Erythrozyten beschrieben 
Bitzan et al. 1994, welche je nach Expression der Oberflächenstrukturen des P-
Blutgruppensystems (Strukturgleichheit mit Gb3Cer/Gb4Cer) unterschiedlich ausfielen 
[7,58]. Darüber hinaus spielen beim Menschen wahrscheinlich auch andere 
Transportmechanismen, wie zum Beispiel die Bindung an Lipoprotein-assoziierte GSL-
Rezeptoren oder ein Gb3Cer-unabhängiger Transport via TLR4 in neutrophilen 
Granulozyten, eine Rolle [11,87]. Der postulierte Transportmechanismus für Stx2e via 
Erythrozyten in Schweinen sorgt wahrscheinlich für eine unterschiedliche Verteilung 
des Toxins im Gewebe, die zum großen Teil durch die Durchblutungsrate der Organe 
bestimmt sein könnte. Boyd et al. konnten anhand von radioaktiv markiertem 
125
I-Stx2e 
zeigen, dass Augenlider (Ödem der Lider ist ein erstes sichtbares Symptom bei 
Erkrankung) von Schweinen aber einen deutlich höheren Anteil an Toxin in Relation 
zur Durchblutungsrate aufnehmen konnten. Diese spezielle Distribution ließ neben dem 
durchblutungsabhängigen Transportmechanismus auch auf eine organ- bzw. 
gewebeabhängige Affinität zum Toxin schließen [9]. 
 
5.1.2 Forssman-GSL-Expression des männlichen Ferkels 
 
 Die Expression des Forssman-GSLs in der Spezies Schwein konnte in dieser Arbeit 
erstmalig nachgewiesen werden. Das Schwein zählt neben anderen Spezies, wie z. B. 
Pavian, Gans und Frosch, bislang zu den Forssman-negativen Spezies [92]. Auch der 
bereits nachgewiesene Anti-Forssman-AK-Titer im Serum von Schweinen bekräftigt 
diese Aussage [91].  
5 Diskussion   97 
 
 
 Die Methode der Immundetektion mittels eines hochsensitiven monoklonalen IgM-
Antikörpers aus der Ratte (s. Kap. 3.5.1) lieferte den Beweis für das Vorhandensein 
(wenn auch nur von sehr kleinen Mengen) des Forssman-Antigens im Muskel und im 
Jejunum des männlichen Tieres. Die positive Reaktion mit den GSL-Extrakten war 
mehrfach reproduzierbar, wodurch z. B. eine etwaige Kontamination der 
Laborgerätschaften ausgeschlossen werden kann. Der Versuch des Nachweises des 
Forssman-GSLs in den GSL-Extrakten aus dem weiblichen Tier verlief wiederholt 
negativ. 
 Der Mensch gilt als positiv für das Vorhandensein der Forssman-Synthetase (α1,3-
GalNAc-Transferase), wobei das Enzym jedoch aufgrund einer Deletion in einer 
inaktiven Form vorliegt und daher die Synthese von Forssman-GSL nicht katalysieren 
kann. Einige Publikationen beschreiben die Spezies Mensch als Forssman-negativ [92], 
was aber noch widersprüchlich und daher Gegenstand aktueller Forschung ist. Svensson 
et al. wiesen 2013 die Anwesenheit des Forssman-GSLs auf humanen Erythrozyten 
nach [85]. Durch die strukturelle Ähnlichkeit der Familie der Globo-Serie mit den 
Antigenen der P- und AB0-Blutgruppe ist z. B. eine vergleichbare Polymorphie der 
Expression innerhalb einer Spezies vorstellbar [91]. 
 Die Expression des Forssman-GSLs im Jejunum, das einen Teil des Hauptwirkungsorts 
im Dünndarm von Schweinen für Stx2e darstellt [4,51], lässt auf eine mögliche 
Beteiligung dieses Rezeptor-GSLs an der Pathogenese der Ödemkrankheit schließen. 
Beim Schwein gilt es nun, die Expression des Forssman-Antigens, z. B. in einem 
speziellen Subtyp des Zellgewebes von Muskel und/oder Jejunum nachzuweisen. Um 
die positiven Ergebnisse des Forssman-GSLs in Schweinen, die bislang auf dem 
immunchemischen Nachweis beruhen, zu verifizieren, sollten zukünftig nanoESI Q-
TOF MS-Experimente mit CID-Analyse für den Strukturbeweis durchgeführt werden. 
Eine Untersuchung mittels indirekter Immunfluoreszenz könnte Hinweise auf die 
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5.2 Charakterisierung der Rezeptoren 
 




 Um Organ- bzw. Gewebeunterschiede hinsichtlich der Expression von Stx-Rezeptoren 
darzustellen und um eine statistische Auswertung zu ermöglichen, wurde der Test auf 
Rangkorrelation von Spearman verwendet. Mit diesem nicht-parametrischen Test 
konnte die Expression von Gb3Cer und Gb4Cer in den verschiedenen Organen eines 
Tieres, aber auch zwischen männlichen und weiblichen Tieren verglichen werden. Dazu 
wurden die Bandenintensitäten der immungefärbten GSL densitometrisch vermessen 
und für diese Ranglisten erstellt. Der Probe mit der höchsten Absorption wurde der 
höchste Rang zugeteilt, den niedrigsten Rang erhielt die Probe mit der geringsten 
Absorption. Durch die berechneten Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman 
zeigte sich eindeutig, dass die Expression von Gb3Cer und Gb4Cer in beiden Tieren 
korrelierte. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,5 % weisen die errechneten 
Koeffizienten von rs = 0,797 für Gb3Cer und rs = 0,573 für Gb4Cer eindeutig auf eine 
Korrelation der GSL-Expression im intersexuellen Vergleich hin (Gb3Cer/Gb4Cer 
weiblich ↔ Gb3Cer/Gb4Cer männlich). 
 Dieselbe Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,5 % mit rs = 0,651 erreicht auch der 
Vergleich der weiblichen Gewebeproben auf die GSL-Expression (Gb3Cer weiblich ↔ 
Gb4Cer weiblich). Mit einem geringeren Koeffizienten (rs = 0,372) liegt der Vergleich 
der männlichen Gewebe knapp über der Signifikanzgrenze von α = 0,05 
(Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %). Es ist hierbei anzumerken, dass bei dem Vergleich der 
beiden GSL die oben diskutierten Unterschiede in der erhöhten Expression von Gb4Cer 
im Vergleich zu Gb3Cer auf Erythrozyten [Probe 25, Ränge: Gb3Cer: 20/25 (m), 14/25 
(w); Gb4Cer: 4/25 (m), 4/25 (w)], aber auch eine starke Divergenz in der jeweiligen 
GSL-Expression in Geweben des Gastrointestinaltrakts, z. B. Duodenum [Probe 5, 
Ränge: Gb3Cer: 3/25 (m); Gb4Cer: 16/25 (m)] und Jejunum [Probe 6, Ränge: Gb3Cer: 
1/25 (m); Gb4Cer: 17/25 (m)] stark ins Gewicht fallen (vgl. Tabelle 4.7 und 4.8). 
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 Ein allgemein sehr niedriger Gehalt an Gb3Cer und Gb4Cer in den untersuchten GSL-
Extrakten aus Cerebrum [Probe 23, Ränge: Gb3Cer: 22/25 (m), 22/25 (w); Gb4Cer: 
25/25 (m), 25/25 (w)] und Cerebellum [Probe 24, Ränge: Gb3Cer: 21/25 (m), 23/25 (w); 
Gb4Cer: 24/25 (m), 23/25 (w)] war signifikant. Da Extrakte analysiert wurden, bleibt 
unklar, ob das nachgewiesene Gb3Cer und Gb4Cer wirklich aus Zellen neuronalen 
Ursprungs stammt. Viel wahrscheinlicher ist die Herkunft aus anderen Zellen. Aufgrund 
der hohen Vaskularisierung von Cerebrum und Cerebellum sind primäre porzine 
Hirnkapillarendothelzellen (pPBCECs; primary Porcine Brain Capillary Endothelial 
Cells), welche nachweislich diese GSL exprimieren, eine mögliche Ursprungsquelle 
[48]. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass möglicherweise Zelllinien 
neuronalen Ursprungs der beiden Organe explizit Gb3Cer bzw. Gb4Cer exprimieren. 
Frühere in unserer Arbeitsgruppe durchgeführte Arbeiten zeigten, dass man zur 
antikörpervermittelten Detektion von Gb3Cer und Gb4Cer in Lipidextrakten von 
humanen Hirnkapillarendothelzellen (HBMECs; Human Brain Microvascular 




 Zellen für die 
Immundetektion auf DC-Platten applizieren musste. Dagegen wurde für den 
vergleichbaren Nachweis von Gb3Cer und Gb4Cer in pPBCECs mit der gleichen 
Methode nur ein Extraktaliquot entsprechend einer Zellzahl von 1x10
4
 benötigt, also 
nur ein Zwanzigstel bzw. ein Fünfzigstel gemäß Meisen et al. (2013) [48]. Daraus ist 
ersichtlich, dass in pPBCECs eine wesentlich höhere Stx-Rezeptor-Konzentration als im 
humanen Hirnkapillarendothel vorliegt [70]. Durch die in der vorliegenden Doktorarbeit 
ermittelte vergleichsweise niedrige Expression von Gb3Cer und Gb4Cer in Cerebrum 
und Cerebellum in Relation zu den nicht-neuronalen Geweben, kann indirekt eine vage 
Aussage über einen grundsätzlich sehr hohen Gehalt an Stx-Rezeptoren in 
Schweinegeweben gemacht werden, wobei jedoch ein direkter quantitativer Vergleich 
mit Humangeweben dazu noch aussteht. 
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5.2.2 Bedeutung der MS-Analytik 
 
 Neben den immunologischen Nachweisen von Gb3Cer und Gb4Cer per Overlay-Assay 
gelang es, die aus den immungefärbten Kieselgelbanden isolierten GSL strukturell 
mittels nanoESI Q-TOF MS und CID-Experimenten zu charakterisieren. Die Kopplung 
von Antikörper-vermitteltem Nachweis und dem MS-Verfahren wurde von Meisen et 
al. 2005 entwickelt [46]. Die MS-Charakterisierung der Rezeptoren, insbesondere des 
Ceramidteils der GSL, ist notwendig, da Unterschiede in der Länge, Sättigung oder 
Hydroxylierung der Fettsäure sowie des langkettigen Aminoalkohols (z. B. Sphingosin) 
Auswirkungen auf die Bindung von und Affinität zu Stx haben. So besitzen Rezeptoren 
mit einer kurzkettigen Fettsäure im Ceramidpart (C12-C14) eine geringere 
Bindungsstärke als GSL mit mittel- oder langkettigen Fettsäuren. Die Präsenz einer 
ungesättigten Fettsäure erhöht die Bindung von Stx signifikant [31]; zudem wurde der 
Einfluss der Fettsäuren-Kettenlänge auf das intracellular sorting und die Translokation 
von Stx ins Cytosol nachgewiesen [74]. 
 Die Mehrfachbanden in den Overlay-Assays ließen große Unterschiede bei den Längen 
der gebundenen Fettsäuren vermuten. Als Beispiel zeigt die Abbildung 4.1 die 
immundetektierten Banden von Gb3Cer in den Lipidextrakten des männlichen Tieres, 
deren gefächerte Banden auf eine große Heterogenität bezüglich der Fettsäuren-
Kettenlängen hinweisen. So ergab die massenspektrometrische Analyse von der 
Duodenumprobe (5) im Übersichtsspektrum (Abbildung 4.11.1) das Vorhandensein von 
Gb3Cer-Spezies mit den geradzahligen Fettsäuren von C16:0 bis C24:1/C24:0. Des 
Weiteren wurden die Gb3Cer-Spezies (d18:1, C16:0) und (d18:1, C24:0) zusätzlich 
auch jeweils mit hydroxylierter Fettsäure detektiert. Die große Heterogenität der 
Fettsäure und vor allem das Vorkommen der hydroxylierten Fettsäure, die Gb3Cer eine 
erhöhte Bindungsstärke verleiht [6], könnten für das Duodenum bzw. den Dünndarm 
bei der durch Stx2e-verursachten Schädigung in Schweinen von funktioneller 
Bedeutung sein. 
 Die massenspektrometrische Charakterisierung wurde für die Gb3Cer- und Gb4Cer-
Lipoformen in den Organen Niere und Darm durchgeführt. In allen untersuchten Proben 
wurden Gb3Cer- und Gb4Cer-Spezies mit geradzahligen Fettsäurekettenlängen von 
C16:0 bis C24:1/C24:0 nachgewiesen. Vorrangig wurden Stx-Rezeptoren mit 
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langkettiger C24:0-Fettsäure, gefolgt von C16:0- und C22:0-Fettsäure, detektiert. Der 
Anteil an Rezeptoren mit ungesättigter C24:1-Fettsäure divergierte sehr stark in den 
untersuchten Geweben. 
 Die durchgeführten CID-Experimente erlaubten die Verifizierung der 
Strukturvorschläge aus den MS
1
-Experimenten. Während die detektierten 
Fragmentionen, z. B. aus der B-Serie, den Nachweis über den Typ (z. B. Hex oder 
HexNAc) und die Reihenfolge der Monosaccharide innerhalb des Oligosaccharidparts 
lieferten, konnte mit der Detektion des N
II
-Fragmentions (s. Abb. 4.11.5) das Vorliegen 
von 4-Sphingenin (d18:1) im Ceramidpart belegt werden. 
 
 Abschließend ist zu sagen, dass die Anwendung der state of the art-Technik, der 




, sehr wichtig für 
den in dieser Arbeit vorgenommenen Vergleich der Stx2e-Rezeptorexpression in 
porzinen Organen und Geweben war bzw. ohne die MS-Analytik gar nicht möglich 
gewesen wäre. Während die AK-Detektion zwar Aussagen über die Stereochemie der 
Oligosaccharide liefert, bleibt aber die MS-Analyse unerlässlich für die Aufklärung der 
Detailstruktur, sodass nur durch die Leistungsfähigkeit dieser kombinatorischen 










1. IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN). 
Nomenclature of glycolipids. Eur J Biochem. 1998;257:293-8. 
2. Adams J, Ann Q. Structure determination of sphingolipids by mass spectrometry. 
Mass Spectrom Rev. 1993;12:51–85. 
3. Bell BP, Goldoft M, Griffin PM, Davis MA, Gordon DC, Tarr PI, et al. A 
multistate outbreak of Escherichia coli O157:H7-associated bloody diarrhea and 
hemolytic uremic syndrome from hamburgers. The Washington experience. 
JAMA. 1994;272:1349–53. 
4. Bertschinger HU, Bachmann M, Mettler C, Pospischil A, Schraner EM, Stamm 
M, et al. Adhesive fimbriae produced in vivo by Escherichia coli 
O139:K12(B):H1 associated with enterotoxaemia in pigs. Vet Microbiol. 
1990;25:267–81. 
5. Bielaszewska M, Mellmann A, Zhang W, Köck R, Fruth A, Bauwens A, et al. 
Characterisation of the Escherichia coli strain associated with an outbreak of 
haemolytic uraemic syndrome in Germany, 2011: a microbiological study. Lancet 
Infect Dis. 2011;11:671–76. 
6. Binnington B, Lingwood D, Nutikka A, Lingwood CA. Effect of globotriaosyl 
ceramide fatty acid α-hydroxylation on the binding by verotoxin 1 and verotoxin 
2. Neurochem Res. 2002;27:807–13. 
7. Bitzan M, Richardson S, Huang C, Boyd B, Petric M, Karmali MA. Evidence that 
verotoxins (Shiga-like toxins) from Escherichia coli bind to P blood group 
antigens of human erythrocytes in vitro. Infect Immun.1994;62:3337-47. 
8. Boyd B, Lingwood C. Verotoxin receptor glycolipid in human renal tissue. 
Nephron. 1989;51:207–10. 
9. Boyd B, Tyrrell G, Maloney M, Gyles C, Brunton J, Lingwood C. Alteration of 
the glycolipid binding specificity of the pig edema toxin from globotetraosyl to 
globotriaosyl ceramide alters in vivo tissue targetting and results in a verotoxin 1-
like disease in  pigs. J Exp Med. 1993;177:1745–53. 
6 Literaturnachweis   103 
 
 
10. Brigotti M, Alfieri R, Sestili P, Bonelli M, Petronini PG, Guidarelli A, Barbieri L, 
Stirpe F, Sperti S. Damage to nuclear DNA induced by Shiga toxin 1 and ricin in 
human endothelial cells. FASEB J. 2002;16:365-72. 
11. Brigotti M, Carnicelli D, Arfilli V, Tamassia N, Borsetti F, Fabbri E, et al. 
Identification of TLR4 as the receptor that recognizes Shiga toxins in human 
neutrophils. J Immunol. 2013;191:4748-58. 
13. DeGrandis S, Law H, Brunton J, Gyles C, Lingwood CA. Globotetraosylceramide 
is recognized by the pig edema disease toxin. J Biol Chem. 1989;264:12520–25. 
14. Domon B, Costello C. A systematic nomenclature for carbohydrate 
fragmentations in FAB-MS/MS spectra of glycoconjugates. Glycoconj J. 
1988;5:397-409. 
15. Drasar BS, Hughes WH, Williams RE, Shiner M. Bacterial flora of the normal 
intestine. Proc R Soc Med. 1966;59:1243. 
16. Dreisewerd K, Müthing J, Rohlfing A, Meisen I, Vukelić Z, Peter-Katalinić J, et 
al. Analysis of gangliosides directly from thin-layer chromatography plates by 
infrared matrix-assisted laser desorption/ionization orthogonal time-of-flight mass 
spectrometry with a glycerol matrix. Anal Chem. 2005;77:4098–107. 
17. Forssman J. Die Herstellung hochwertiger spezifischer Schafhämolysine ohne 
Verwendung von Schafblut. Ein Beitrag zur Lehre von heterologer 
Antikörperbildung. Biochem Z. 1911;37:78–115. 
18. Fratamico PM, Bagi LK, Bush EJ, Solow BT. Prevalence and characterization of 
Shiga toxin-producing Escherichia coli in swine feces recovered in the National 
Animal Health Monitoring System's Swine 2000 study. Appl Environ Microbiol. 
2004;70:7173–78. 
19. Friedrich AW, Bielaszewska M, Zhang W, Pulz M, Kuczius T, Ammon A, et al. 
Escherichia coli harboring Shiga toxin 2 gene variants: frequency and association 
with clinical symptoms. J Infect Dis. 2002;185:74–84. 
20. Hakomori SI. Cell adhesion/recognition and signal transduction through 
glycosphingolipid microdomain. Glycoconj J. 2000;17:143–51. 
21. Hakomori S, Wang SM, Young WW, JR. Isoantigenic expression of Forssman 
glycolipid in human gastric and colonic mucosa: its possible identity with "A-like 
antigen" in human cancer. Proc Natl Acad Sci U S A. 1977;74:3023–27. 
6 Literaturnachweis   104 
 
 
22. Holgersson J, Jovall PA, Samuelsson BE, Breimer ME. Blood group type 
glycosphingolipids of human kidneys. Structural characterization of extended 
globo-series compounds. Glycoconj J. 1991;8:424–33. 
23. Jacewicz MS, Acheson DW, Binion DG, West GA, Lincicome LL, Fiocchi C, et 
al. Responses of human intestinal microvascular endothelial cells to Shiga toxins 
1 and 2 and pathogenesis of hemorrhagic colitis. Infect Immun. 1999;67:1439–44. 
24. Karch H, Bielaszewska M, Bitzan M, Schmidt H. Epidemiology and diagnosis of 
Shiga toxin-producing Escherichia coli infections. Diagn Microbiol Infect Dis. 
1999;34:229–43. 
25. Karch H, Tarr PI, Bielaszewska M. Enterohaemorrhagic Escherichia coli in 
human medicine. Int J Med Microbiol. 2005;295:405–18. 
26. Karmali MA, Gannon V, Sargeant JM. Verocytotoxin-producing Escherichia coli 
(VTEC). Vet Microbiol. 2010;140:360–70. 
27. Karmali MA, Petric M, Lim C, Fleming PC, Steele BT. Escherichia coli 
cytotoxin, haemolytic-uraemic syndrome, and haemorrhagic colitis. 
Lancet.1983;2:1299-300. 
28. Karmali MA, Steele BT, Petric M, Lim C. Sporadic cases of haemolytic-uraemic 
syndrome associated with faecal cytotoxin and cytotoxin-producing Escherichia 
coli in stools. Lancet. 1983;1:619–20. 
29. Khine AA, Lingwood CA. Capping and receptor-mediated endocytosis of cell-
bound verotoxin (Shiga-like toxin). 1: Chemical identification of an amino acid in 
the B subunit necessary for efficient receptor glycolipid binding and cellular 
internalization. J Cell Physiol. 1994;161:319–32. 
30. Khine A, Firtel M, Lingwood CA. CD77-dependent retrograde transport of CD19 
to the nuclear membrane: Functional relationship between CD77 and CD19 
during germinal center B-cell apoptosis. J Cell Physiol. 1998;176:281–92. 
31. Kiarash A, Boyd B, Lingwood CA. Glycosphingolipid receptor function is 
modified by fatty acid content. Verotoxin 1 and verotoxin 2c preferentially 
recognize different globotriaosyl ceramide fatty acid homologues. J Biol Chem. 
1994;269:11138–46. 
32. Kleist R von, Schmitt E, Westermann J, Mühlradt PF. Modulation of Forssman 
glycosphingolipid expression by murine macrophages: coinduction with class II 
6 Literaturnachweis   105 
 
 
MHC antigen by the lymphokines IL4 and IL6. Immunobiology. 1990;180:405–
18. 
33. Lingwood CA. Role of verotoxin receptors in pathogenesis. Trends Microbiol. 
1996;4:147–53. 
34. Lingwood CA, Branch DR. The role of glycosphingolipids in HIV/AIDS. Discov 
Med. 2011;11:303–13. 
35. Lochnit G, Geyer R, Heinz E, Rietschel E, Zähringer U, Müthing J. Chemical 
Biology and Biomedicine: Glycolipids and Glycosphingolipids. In: Fraser-Reid B, 
Tatsuta K, Thiem J, editors. Glycoscience: Chemistry and Chemical Biology I–
III: Springer Berlin Heidelberg; 2001. p. 2183-2249. 
36. Lopez PHH, Schnaar RL. Gangliosides in cell recognition and membrane protein 
regulation. Curr Opin Struct Biol. 2009;19:549-57. 
37. Lottspeich F, Engels JW. Bioanalytik. 2nd ed. München, Heidelberg: Elsevier; 
Spektrum. 2006. 
38. Lund N, Olsson ML, Ramkumar S, Sakac D, Yahalom V, Levene C, et al. The 
human Pk histo-blood group antigen provides protection against HIV-1 infection. 
Blood. 2009;113:4980–91. 
39. MacLeod DL, Gyles CL, Wilcock BP. Reproduction of edema disease of swine 
with purified Shiga-like toxin-II variant. Vet Pathol. 1991;28:66–73. 
40. Mainil J. Shiga/verocytotoxins and Shiga/verotoxigenic Escherichia coli in 
animals. Vet Res. 1999;30:235–57. 
41. Mainil JG, Daube G. Verotoxigenic Escherichia coli from animals, humans and 
foods: who's who? J Appl Microbiol. 2005;98:1332–44. 
42. Mangeney M, Lingwood CA, Taga S, Caillou B, Tursz T, Wiels J. Apoptosis 
induced in Burkitt's lymphoma cells via Gb3/CD77, a glycolipid antigen. Cancer 
Res. 1993;53:5314–19. 
43. Matise, I, Cornick NA, Samuel JE, Moon HW. Binding of Shiga toxin 2e to 
porcine erythrocytes in vivo and in vitro. Infect Immun. 2003;71:5194-5201. 
44. Matise I, Sirinarumitr T, Bosworth BT, Moon HW. Vascular ultrastructure and 
DNA fragmentation in swine infected with Shiga toxin-producing Escherichia 
coli. Vet Pathol. 2000;37:318–27. 
6 Literaturnachweis   106 
 
 
45. Mehta A, Beck M, Eyskens F, Feliciani C, Kantola I, Ramaswami U, et al. Fabry 
disease: a review of current management strategies. QJM. 2010;103:641–59. 
46. Meisen I, Friedrich AW, Karch H, Witting U, Peter-Katalinić J, Müthing J. 
Application of combined high-performance thin-layer chromatography 
immunostaining and nanoelectrospray ionization quadrupole time-of-flight 
tandem mass spectrometry to the structural characterization of high- and low-
affinity binding ligands of Shiga toxin 1. Rapid Commun Mass Spectrom. 
2005;19:3659–65. 
47. Meisen I, Mormann M, Müthing J. Thin-layer chromatography, overlay technique 
and mass spectrometry: a versatile triad advancing glycosphingolipidomics. 
Biochim Biophys Acta. 2011;1811:875–96. 
48. Meisen I, Rosenbrück R, Galla H, Hüwel S, Kouzel IU, Mormann M, et al. 
Expression of Shiga toxin 2e glycosphingolipid receptors of primary porcine brain 
endothelial cells and toxin-mediated breakdown of the blood-brain barrier. 
Glycobiology. 2013;23:745-59  
49. Mellmann A, Harmsen D, Cummings CA, Zentz EB, Leopold SR, Rico A, et al. 
Prospective genomic characterization of the German enterohemorrhagic 
Escherichia coli O104:H4 outbreak by rapid next generation sequencing 
technology. PLoS One. 2011;6:e22751. 
50. Miyamoto Y, Iimura M, Kaper JB, Torres AG, Kagnoff MF. Role of Shiga toxin 
versus H7 flagellin in enterohaemorrhagic Escherichia coli signalling of human 
colon epithelium in vivo. Cell Microbiol. 2006;8:869–79. 
51. Moxley RA. Edema disease. Vet Clin North Am Food Anim Pract. 2000;16:175–
85. 
52. Müthing J. TLC in structure and recognition studies of glycosphingolipids. 
Methods Mol Biol. 1998;76:183–95. 
53. Müthing J. Analyses of glycosphingolipids by high-performance liquid 
chromatography. Methods Enzymol. 2000;312:45–64. 
54. Müthing J, Duvar S, Heitmann D, Hanisch FG, Neumann U, Lochnit G, Geyer R, 
Peter Katalinić J. Isolation and structural characterization of glycosphingolipids of 
in vitro propagated human umbilical vein endothelial cells. 
Glycobiology.1999;9:459-68. 
6 Literaturnachweis   107 
 
 
55. Müthing J, Kemminer SE, Conradt HS, Sagi D, Nimtz M, Kärst U, et al. Effects 
of buffering conditions and culture pH on production rates and glycosylation of 
clinical phase I anti-melanoma mouse IgG3 monoclonal antibody R24. Biotechnol 
Bioeng 2003;83:321–34. 
56. Müthing J, Meisen I, Zhang W, Bielaszewska M, Mormann M, Bauerfeind R, et 
al. Promiscuous Shiga toxin 2e and its intimate relationship to Forssman. 
Glycobiology. 2012;22:849–62. 
57. Müthing J, Schweppe CH, Karch H, Friedrich AW. Shiga toxins, 
glycosphingolipid diversity, and endothelial cell injury. Thromb Haemost. 
2009;101:252–64. 
58. Naiki M, Marcus DM. Human erythrocyte P and Pk blood group antigens: 
Identification as glycosphingolipids. Biochem Biophys Res Commun. 
1974;60:1105–11.  
59. Nataro JP, Kaper JB. Diarrheagenic Escherichia coli. Clin Microbiol Rev. 
1998;11:142–201. 
60. Oanh TK, Nguyen VK,De Greve H, Goddeeris BM. Protection of piglets against 
Edema disease by maternal immunization with Stx2e toxoid. Infect Immun. 
2012;80:469–73. 
61. O'Brien AO, Lively TA, Chen ME, Rothman SW, Formal SB. Escherichia coli 
O157:H7 strains associated with haemorrhagic colitis in the United States produce 
a Shigella dysenteriae 1 (SHIGA) like cytotoxin. Lancet. 1983;1:702. 
62. Olds EG. Distributions of sums of squares of rank differences for small numbers 
of individuals. Ann Math Statist. 1938;9:133–48. 
63. Pallesen G, Zeuthen J. Distribution of the Burkitt's lymphoma-associated antigen 
(BLA) in normal human tissue and malignant lymphoma as defined by 
immunohistological staining with monoclonal antibody 38.13. J Cancer Res Clin 
Oncol. 1987;113:78–86. 
64. Paton JC, Paton AW. Pathogenesis and diagnosis of Shiga toxin-producing 
Escherichia coli infections. Clin Microbiol Rev. 1998;11:450–79. 
65. Pohlenz JF, Winter KR, Dean-Nystrom EA. Shiga-toxigenic Escherichia coli-
inoculated neonatal piglets develop kidney lesions that are comparable to those in 
humans with hemolytic-uremic syndrome. Infect Immun. 2005;73:612–16. 
6 Literaturnachweis   108 
 
 
66. Proulx F, Seidman EG, Karpman D. Pathogenesis of Shiga toxin-associated 
hemolytic uremic syndrome. Pediatr Res. 2001;50:163–71. 
67. Rawat SS, Johnson BT, Puri A. Sphingolipids: modulators of HIV-1 infection and 
pathogenesis. Biosci Rep. 2005;25:329–43. 
68. Ren J, Utsunomiya I, Taguchi K, Ariga T, Tai T, Ihara Y, et al. Localization of 
verotoxin receptors in nervous system. Brain Res. 1999;825:183–88. 
69.  http://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/Ratgeber_EHEC.htm 
 l#doc2374530bodyText4 (accessed April 16, 2013). 
70. Rosenbrück, Regina. Charakterisierung der Shiga Toxin-Rezeptoren in primären 
porzinen Hirnkapillarendothelzellen: Masterarbeit im Fach Molekulare 
Biotechnologie der Universität Bielefeld; 2012. 
71. Römer W, Berland L, Chambon V, Gaus K, Windschiegl B, Tenza D, et al. Shiga 
toxin induces tubular membrane invaginations for its uptake into cells. Nature. 
2007;450:670-5. 
72. Sachs L. Angewandte Statistik: Planung und Auswertung, Methoden und 
Modelle. 4th ed. Berlin: Springer; 1974. 
73. Sandvig K, Garred O, Prydz K, Kozlov JV, Hansen SH, van Deurs B. Retrograde 
transport of endocytosed Shiga toxin to the endoplasmic reticulum. Nature. 
1992;358:510–12. 
74. Sandvig K, Garred O, van Helvoort A, van Meer G, van Deurs B. Importance of 
glycolipid synthesis for butyric acid-induced sensitization to Shiga toxin and 
intracellular sorting of toxin in A431 cells. Mol Biol Cell. 1996;7:1391–404. 
75. Sandvig K, Ryd M, Garred O, Schweda E, Holm PK, van Deurs B. Retrograde 
transport from the Golgi complex to the ER of both Shiga toxin and the nontoxic 
Shiga B-fragment is regulated by butyric acid and cAMP. J Cell Biol. 
1994;126:53–64. 
76. Scheutz F, Teel LD, Beutin L, Piérard D, Buvens G, Karch H, et al. Multicenter 
evaluation of a sequence-based protocol for subtyping Shiga toxins and 
standardizing Stx nomenclature. J Clin Microbiol. 2012;50:2951–63. 
77. Schnaar RL. Glycolipid-mediated cell–cell recognition in inflammation and nerve 
regeneration. Arch Biochem Biophys. 2004;426:163–72.  
6 Literaturnachweis   109 
 
 
78. Schüller S, Frankel G, Phillips AD. Interaction of Shiga toxin from Escherichia 
coli with human intestinal epithelial cell lines and explants: Stx2 induces 
epithelial damage in organ culture. Cell Microbiol. 2004;6:289–301. 
79. Schweppe CH, Hoffmann P, Nofer J, Pohlentz G, Mormann M, Karch H, et al. 
Neutral glycosphingolipids in human blood: a precise mass spectrometry analysis 
with special reference to lipoprotein-associated Shiga toxin receptors. J Lipid Res. 
2010;51:2282–94. 
80. Schweppe CH. Rezeptor-Ligand-Interaktionen von Toxinen aus pathogenen 
Escherichia coli-Bakterien. Dissertation im Fach Molekulare Biotechnologie. 
Bielefeld (Germany): Bielefeld University; 2009. 
81. Siddiqui B, Hakomori S. A revised structure for the Forssman glycolipid hapten. J 
Biol Chem. 1971;246:5766–69. 
82. Siegel S. Nonparametric Statistics. The American Statistician. 1957;11:13–19. 
83. Skipski VP. Thin-layer chromatography of neutral glycosphingolipids. Methods 
Enzymol. 1975;35:396–425. 
84. Storck W. Untersuchungen zur Sensitivität von humanen Zellen mit 
unterschiedlichem Gehalt an Shiga Toxin-Rezeptoren gegenüber Shiga Toxin 2. 
Dissertation im Fach Molekulare Biotechnologie. Bielefeld (Germany): Bielefeld 
University; 2012 
85. Svensson L, Hult AK, Stamps R, Angstrom J, Teneberg S, Storry JR, et al. 
Forssman expression on human erythrocytes: biochemical and genetic evidence of 
a new histo-blood group system. Blood. 2013;121:1459–68. 
86. Tarr PI, Gordon CA, Chandler WL. Shiga-toxin-producing Escherichia coli and 
haemolytic uraemic syndrome. Lancet. 2005;365:1073–86. 
87. Te Loo DM, van Hinsbergh VW, van den Heuvel LP, Monnens LA. Detection of 
verocytotoxin bound to circulating polymorphonuclear leukocytes of patients with 
hemolytic uremic syndrome. J Am Soc Nephrol. 2001;12:800-6. 
88. Tilden J, JR., Young W, McNamara A, Custer C, Boesel B, Lambert-Fair MA, et 
al. A new route of transmission for Escherichia coli: Infection from dry fermented 
salami. AmJ Public Health. 1996;86:1142–45.  
89. van Setten PA, Monnens LA, Verstraten RG, van den Heuvel LP, van Hinsbergh 
VW. Effects of verocytotoxin-1 on nonadherent human monocytes: binding 
6 Literaturnachweis   110 
 
 
characteristics, protein synthesis, and induction of cytokine release. Blood. 
1996;88:174–83. 
90. Waddell TE, Coomber BL, Gyles CL. Localization of potential binding sites for 
the edema disease verotoxin (VT2e) in pigs. Can J Vet Res. 1998;62:81–86. 
91. Yamamoto M, Cid E, Yamamoto F. Molecular genetic basis of the human 
Forssman glycolipid antigen negativity. Sci Rep. 2012;2:975. 
92. Yeh P, Ezzelarab M, Bovin N, Hara H, Long C, Tomiyama K, et al. Investigation 
of potential carbohydrate antigen targets for human and baboon antibodies. 
Xenotransplantation. 2010;17:197–206. 
93. Yuhas Y, Kaminsky E, Mor M, Ashkenazi S. Induction of nitric oxide production 
in mouse macrophages by Shiga toxin. J Med Microbiol. 1996;45:97–102. 
 






Ich danke Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Helge Karch für die Möglichkeit, meine Doktorarbeit 
im Institut für Hygiene der Medizinischen Fakultät der Westfälischen Wilhelms-
Universität (WWU) Münster anfertigen zu können, die hervorragenden 
Arbeitsbedingungen in seinem Institut sowie das Korrekturlesen der Arbeit. 
Herrn Prof. Dr. Johannes Müthing gilt ein sehr großer Dank für die Themenstellung und 
die sehr gute, praktische Betreuung meines wissenschaftlichen Arbeitens in seiner 
Arbeitsgruppe. 
Ich bedanke mich für die Unterstützung bei der Deutschen Forschungsgemeinschaft - 
DFG (Projekt MU845/4-2) sowie beim Bundesministerium für Bildung und Forschung 
– BMBF (Nationale Forschungsplattform für Zoonosen, Förderkennzeichen: 01KI1106) 
Für ihre Betreuung bei den massenspektrometrischen Analysen sowie zahlreiche 
weitere Hilfestellungen danke ich ganz besonders Frau Dr. Iris Meisen. 
Ein weiterer Dank geht an Herrn Dr. med. vet. German Vallejo für die Sektion der 
Gewebeproben. 
Ich danke Herrn Dr. Michael Mormann für die Bereitstellung des Massenspektrometers.  
Frau Nadine Brandt habe ich für die Extraktion der weiblichen Ferkelproben und die 
zweite Anfertigung von Overlay-Assays der männlichen Proben zu danken. 
Frau Dr. Josefine Betz und Frau Dr. Wiebke Storck danke ich für den schönen 
Laboralltag, den Zucker, das Korrekturlesen und die Antworten auf meine ewige 
Fragerei. 
Herrn Dr. cand. med. Matthias Hubert Igzorn Janssen danke ich für königliche 
Unterstützung. 
Herrn Dr. cand. dent. Hans Sinemus, Herrn Dr. Florian K. Wessel und Herrn Dr. cand. 
biol. Florian Seebeck danke ich für Hilfestellungen und Korrekturlesen. 
8 Lebenslauf   112 
 
 






































        
1 JM10/224-1 17,71808 17,9075 189,4 NB01/31-1 RB01/2-1 Ohrlappen 
2 JM10/224-2 - - - - - Augenlider 
3 JM10/224-3 17,88966 18,19472 305,1 NB01/31-2 RB01/2-2 Nasenrücken 
4 JM10/224-4 17,87438 18,02311 148,7 NB01/31-3 RB01/2-3 Muskel 
5 JM10/224-5 16,97975 17,51763 537,9 NB01/31-4 RB01/2-4 Duodenum 
6 JM10/224-6 17,5782 17,73044 152,2 NB01/31-5 RB01/2-5 Jejunum 
7 JM10/224-7 18,27781 18,47067 192,9 NB01/31-6 RB01/2-6 Ileum 
8 JM10/224-8 - - - - - Dünndarm-LK 
9 JM10/224-9 17,91733 18,2263 309 NB01/31-7 RB01/2-7 Kolon 
10 JM10/224-10 - - - - - Mesenterial-LK 
11 JM10/224-11 15,59741 15,75976 162,4 NB01/31-8 RB01/2-12 Niere Cortex 
12 JM10/224-12 15,79221 15,88963 97,42 NB01/31-9 RB01/2-13 Niere Medulla 
13 JM10/224-13 14,94104 15,00072 59,68 DM01/53-1
c 
RB01/2-8 Niere Pelvis 
14 JM10/224-14 14,79535 15,03305 237,7 DM01/53-2 RB01/2-9 Harnblase 
15 JM10/224-15 - - - - - Ureter 
16 JM10/224-16 14,52239 14,69656 174,2 DM01/53-3 RB01/2-10 Magen 
17 JM10/224-17 14,61896 14,84839 229,4 DM01/53-4 RB01/2-11 Milz 
18 JM10/224-18 15,88108 16,22384 342,8 NB01/31-10 RB01/2-14 Pankreas 
19 JM10/224-19 15,94945 16,21489 265,4 NB01/31-11 RB01/2-15 Leber 
20 JM10/224-20 15,62266 15,93686 314,2 NB01/31-12 RB01/2-16 Gallenblase 
21 JM10/224-21 15,80413 15,88598 81,85 NB01/31-13 RB01/2-17 Lunge 
22 JM10/224-22 15,94623 16,37331 427,1 NB01/31-14 RB01/2-18 Herz 
23 JM10/224-23 15,73711 16,5077 770,6 NB01/31-15 RB01/2-19 Cerebrum 
24 JM10/224-24 15,72983 15,88905 159,2 NB01/31-16 RB01/2-20 Cerebellum 
25 JM10/224-25 - - - - - EDTA-Blut 
26 JM10/223-26 Serumprobe -  500µl NB01/31-17 RB01/2-21 Serumblut 
a
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Röhrchen in g 
 
Gewicht Röhrchen + 












       
1 JM10/224-1 15,45818 15,64764 189,46 RB01/14-1 Ohrlappen 
2 JM10/224-2 15,76886 16,00933 240,47 RB01/14-2 Augenlider 
3 JM10/224-3 15,8833 15,96414 80,84 RB01/14-3 Nasenrücken 
4 JM10/224-4 15,79056 16,10535 314,79 RB01/14-4 Muskel  
Oberschenkel 
5 JM10/224-5 15,94675 16,39589 449,14 RB01/14-5 Duodenum 
6 JM10/224-6 15,95156 16,09325 141,69 RB01/14-6 Jejunum 
7 JM10/224-7 15,82112 16,05548 234,36 RB01/14-7 Ileum 
8 JM10/224-8 15,56727 15,67558 108,31 RB01/14-8 Dünndarm-LK 
9 JM10/224-9 15,62593 15,8493 223,37 RB01/14-9 Kolon 
10 JM10/224-10 15,73285 15,74374 10,89 RB01/14-10 Mesenterial-
LK 
11 JM10/224-11 15,79243 15,95455 162,12 RB01/14-11 Niere Cortex 
12 JM10/224-12 15,7248 15,76121 36,41 RB01/14-12 Niere Medulla 
13 JM10/224-13 15,69774 15,82096 123,22 RB01/14-13 Niere Pelvis 
14 JM10/224-14 15,73329 15,99474 261,45 RB01/14-14 Harnblase 
15 JM10/224-15 15,56233 15,68078 118,45 RB01/14-15 Ureter 
16 JM10/224-16 16,21365 16,63831 424,66 RB01/14-16 Magen 
17 JM10/224-17 15,51948 15,69293 173,45 RB01/14-17 Milz 
18 JM10/224-18 15,83646 16,08472 248,26 RB01/14-18 Pankreas 
19 JM10/224-19 15,84297 16,34458 501,61 RB01/14-19 Leber 
20 JM10/224-20 15,75768 15,85909 101,41 RB01/14-20 Gallenblase 
21 JM10/224-21 15,43458 15,71377 279,19 RB01/14-21 Lunge 
22 JM10/224-22 15,84679 16,2592 412,41 RB01/14-22 Herz 
23 JM10/224-23 15,72325 16,33591 612,66 RB01/14-23 Cerebrum 
24 JM10/224-24 15,9377 16,2457 308 RB01/14-24 Cerebellum 
25 JM10/224-25 15,75627 16,37133 615,06 RB01/14-25 EDTA-Blut 
26 JM10/224-26 Serumprobe -  500 µl RB01/14-26 Serumblut 
  






























       
1 JM10/223-1 15,86487 16,376 511,13 NB01/33-1 Ohrlappen 
2 JM10/223-2 15,82167 16,08423 262,56 NB01/33-2 Augenlider 
3 JM10/223-3 16,03117 16,33346 302,29 NB01/33-3 Nasenrücken 
4 JM10/223-4 15,83464 16,63951 804,87 NB01/33-4 Muskel Oberschenkel 
5 JM10/223-5 15,78108 16,23197 450,89 NB01/33-5 Duodenum 
6 JM10/223-6 15,71987 16,09555 375,68 NB01/33-6 Jejunum 
7 JM10/223-7 15,69352 16,07203 378,51 NB01/33-7 Ileum 
8 JM10/223-8 15,93002 16,51818 588,16 NB01/33-8 Dünndarm-LK 
9 JM10/223-9 15,76283 16,32696 564,13 NB01/33-9 Kolon 
10 JM10/223-10 15,92208 16,11 187,92 NB01/33-10 Mesenterial-LK 
11 JM10/223-11 15,67052 16,14388 473,36 NB01/33-11 Niere Cortex 
12 JM10/223-12 16,05842 16,11579 57,37 NB01/33-12 Niere Medulla 
13 JM10/223-13 15,5901 15,73918 149,08 NB01/33-13 Niere Pelvis 
14 JM10/223-14 15,56203 15,88275 320,72 NB01/33-14 Harnblase 
15 JM10/223-15 15,67847 15,81931 140,84 NB01/33-15 Ureter 
16 JM10/223-16 15,76241 16,12638 363,97 NB01/33-16 Magen 
17 JM10/223-17 15,60795 15,96054 352,59 NB01/33-17 Milz 
18 JM10/223-18 15,76085 16,63192 871,07 NB01/33-18 Pankreas 
19 JM10/223-19 15,78985 16,41723 627,38 NB01/33-19 Leber 
20 JM10/223-20 15,64035 15,8748 234,45 NB01/33-20 Gallenblase 
21 JM10/223-21 15,82669 16,29077 464,08 NB01/33-21 Lunge 
22 JM10/223-22 15,86798 16,48583 617,85 NB01/33-22 Herz 
23 JM10/223-23 15,60754 16,37552 767,98 NB01/33-23 Cerebrum 
24 JM10/223-24 15,85368 16,78163 927,95 NB01/33-24 Cerebellum 
25 JM10/223-25 15,86508 16,82637 961,29 NB01/33-25 EDTA-Blut 
26 JM10/223-26 Serum-probe - 500µl NB01/33-26 Serumblut 
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9.2 Densitometrische Messwerte und Ranglisten  
 
Tabelle 9.4: Ranglistenberechnung nach dreifachen densitometrischen Absorptionsmessungen der AK-
detektierten Gb3Cer-Banden des männlichen Ferkels 
a 
 
Platte/Probe Bahn Fläche #1  Fläche #2 Fläche #3 Mittelwert  Quotient Rang 
Platte 1 Kontrolle 1 2295,05 2578,14 2595,68 2489,62333   
RB01/14-1 2 2870,49 3199,86 3152,12 3074,15667 1,23478786 24 
RB01/14-2 3 4474,68 4972,41 4999,93 4815,67333 1,93429796 16 
RB01/14-3 4 5326,94 5524,7 5539,45 5463,69667 2,19458767 11 
RB01/2-3 
b 
5 4599,28 4813,95 5075,98 4829,73667 1,93994674 15 
RB01/14-5 6 8135,12 8074,89 8248,56 8152,85667 3,274735 3 
RB01/14-6 7 9677,8 9131,95 9334,07 9381,27333 3,76814967 1 
RB01/14-7 8 7637,65 7625,49 7661,55 7641,56333 3,06936525 4 
        
Platte 2 Kontrolle 1 2158,44 2494,05 2472,76 2375,08333   
RB01/14-8 2 5501,29 5801,94 5782,76 5695,33 2,39794955 7 
RB01/14-9 3 6721,17 6843,05 6878,16 6814,12667 2,8690053 5 
RB01/14-10 
c 
4 - - - - - - 
RB01/2-12 
d 
5 3078,31 3247,78 3271,97 3199,35333 1,34704888 23 
RB01/14-12 6 4626,44 4825,9 4778,56 4743,63333 1,99724922 13 
RB01/2-13 7 5216 5785,73 5563,1 5521,61 2,32480685 8 
RB01/14-14 8 5405,33 5446,68 5480,98 5444,33 2,29226904 9 
        
Platte 3 Kontrolle 1 2136,51 2315,25 2096,56 2182,77333   
RB01/14-15 2 4380,36 4518,31 4402,58 4433,75 2,03124618 12 
RB01/14-16 3 3863,14 3980,81 4155,26 3999,73667 1,83241045 17 
RB01/14-17 4 5749,12 5771,02 6032,7 5850,94667 2,68051042 6 
RB01/14-18 5 3546,64 3589,41 3517,63 3551,22667 1,62693332 18 
RB01/14-19 6 4142,17 4511 4376,68 4343,28333 1,98980044 14 
RB01/14-20 7 3241,36 3500,32 3500,76 3414,14667 1,56413248 19 
RB01/14-21 8 8336,14 7967,69 8294,99 8199,60667 3,75650854 2 
        
Platte 4 Kontrolle 1 2091,08 2283,54 2240,72 2205,11333   
RB01/14-22 2 4771,17 5195,65 5124,57 5030,46333 2,28127201 10 
RB01/14-23 3 3006,48 2976,52 3000,99 2994,66333 1,35805416 22 
RB01/14-24 4 3054,56 3047,6 3060,21 3054,12333 1,38501876 21 
RB01/14-25 5 3284,27 3348,64 3471,47 3368,12667 1,52741658 20 
RB01/14-26 6 1101,35 1407,92 1408,79 1306,02 0,59226888 25 
             
a 
Aus den errechneten Mittelwerten wird mittels Division mit der Absorption des jeweiligen Standards 
(Bahn 1) der Quotient berechnet, welcher ausschlaggebend für die Ranglistenplatzierung ist. 
b 
RB01/14-4 (Muskel) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-3 aus 1. Serie 
ersetzt. 
c 
RB01/14-10 (Mesenterial-Lymphknoten) Expression aus Mangel an Probe nicht bestimmt und nicht 
ersetzt. 
d 










Tabelle 9.5: Ranglistenberechnung nach dreifachen densitometrischen Absorptionsmessungen der AK-
detektierten Gb4Cer-Banden des männlichen Ferkels 
a 
 
Platte/Probe Bahn Fläche #1  Fläche #2 Fläche #3 Mittelwert  Quotient Rang 
 
Platte 1 Kontrolle 1 1746,74 2057,73 2055,17 1953,21333   
RB01/14-1 2 3256,96 3574,44 3526,98 3452,79333 1,76775024 8 
RB01/14-2 3 3078,4 3117,43 3155,7 3117,17667 1,59592228 15 
RB01/14-3 4 3661,2 3590,1 3553,74 3601,68 1,84397676 7 
RB01/2-3
b 
5 3199,74 3167,67 3224,56 3197,32333 1,63695551 12 
RB01/14-5 6 3028,11 3049,11 3082,71 3053,31 1,56322402 16 
RB01/14-6 7 2970,74 3164,9 2993,22 3042,95333 1,55792165 17 
RB01/14-7 8 3602,96 3698,45 3525,32 3608,91 1,84767836 6 
        
Platte 2 Kontrolle 1 1692,48 1938,92 1945,23 1858,87667   
RB01/14-8 2 2962,33 2971,32 3068,14 3000,59667 1,6141989 13 
RB01/14-9 3 2968,7 3052,5 2960,54 2993,91333 1,61060354 14 
RB01/14-10
c 
4 - - - - - - 
RB01/2-12
d 
5 2402,27 2373,1 2365,5 2380,29 1,28049915 21 
RB01/14-12 6 2856,9 2893,56 2894,2 2881,55333 1,55015843 19 
RB01/2-13 7 4217,45 4131,88 4113,52 4154,28333 2,23483538 2 
RB01/14-14 8 2860,39 2755,29 2713,52 2776,4 1,49359021 20 
        
Platte 3 Kontrolle 1 1790,39 1957,59 1894,4 1880,79333   
RB01/14-15 2 3143,07 3299,11 3132,37 3191,51667 1,69689918 10 
RB01/14-16 3 3232,42 3232,25 3245,14 3236,60333 1,72087133 9 
RB01/14-17 4 4340,92 4351,68 4150,57 4281,05667 2,27619728 1 
RB01/14-18 5 3672,94 3416,55 3498,56 3529,35 1,87652196 5 
RB01/14-19 6 2381,22 2410,5 2395,51 2395,74333 1,27379404 22 
RB01/14-20 7 2916,14 2906,97 2925,33 2916,14667 1,55048756 18 
RB01/14-21 8 3999,49 3750,02 3864,79 3871,43333 2,05840443 3 
        
Platte 4 Kontrolle 1 1761,04 2043,57 2113,22 1972,61   
RB01/14-22 2 3238,12 3282,41 3197,65 3239,39333 1,64218641 11 
RB01/14-23 3 1271,27 1280,49 1259,82 1270,52667 0,64408406 25 
RB01/14-24 4 1393,58 1375,99 1378,72 1382,76333 0,70098161 24 
RB01/14-25 5 4033,21 4099,47 3989,32 4040,66667 2,04838598 4 
RB01/14-26 6 1569,14 1500,81 1587,64 1552,53 0,78704356 23 
              
a 
Aus den errechneten Mittelwerten wird mittels Division mit der Absorption des jeweiligen Standards 
(Bahn 1) der Quotient berechnet, welcher ausschlaggebend für die Ranglistenplatzierung ist. 
b  
RB01/14-4 (Muskel) aus 2. Serie wegen Fehler in Bearbeitung durch Probe RB01/2-3 aus 1. Serie 
ersetzt. 
c  
RB01/14-10 (Mesenterial-Lymphknoten) Expression aus Mangel an Probe nicht bestimmt und nicht 
ersetzt. 
d  








Tabelle 9.6: Ranglistenberechnung nach dreifachen densitometrischen Absorptionsmessungen der AK-detektierten 
Gb3Cer-Banden des weiblichen Ferkels 
a 
 
Platte/Probe Bahn Fläche #1  Fläche #2 Fläche #3 Mittelwert  Quotient Rang 
 
Platte 1 Kontrolle 1 1896,77 1865,31 1860,99 1874,35667   
NB01/33-1 2 2618,41 2565,08 2579,52 2587,67 1,38056435 17 
NB01/33-2 3 2591,34 2588,1 2582,19 2587,21 1,38031894 18 
NB01/33-3 4 2034,87 2023,23 2026,31 2028,13667 1,08204415 22 
NB01/33-4 5 1201,15 1141,53 1168,84 1170,50667 0,62448449 25 
NB01/33-5 6 4750,28 4563,66 4446,77 4586,90333 2,4471881 6 
NB01/33-6 7 4624,07 4440,22 4426,26 4496,85 2,39914317 7 
NB01/33-7 8 5048,52 4796,32 4741,03 4861,95667 2,59393356 4 
        
Platte 2 Kontrolle 1 1823,34 2072,18 2072,78 1989,43333   
NB01/33-8 2 4620,77 5040,08 5033,62 4898,15667 2,46208636 5 
NB01/33-9 3 5085,8 5485,03 5471,77 5347,53333 2,6879681 3 
NB01/33-10 4 4377,53 4596,29 4576,4 4516,74 2,2703651 9 
NB01/33-11 5 2825,69 3031,6 3030,17 2962,48667 1,4891108 15 
NB01/33-12 6 2628,84 2787,57 2776,5 2730,97 1,37273763 19 
NB01/33-13 7 4431,04 4616,85 4606,76 4551,55 2,28786254 8 
NB01/33-14 8 3602,14 3902,95 3848,63 3784,57333 1,90233735 10 
        
Platte 3 Kontrolle 1 1756,6 1903,96 1873,79 1844,78333   
NB01/33-15 2 2521,18 2661,98 2632,02 2605,06 1,41212247 16 
NB01/33-16 3 3180,34 3191,87 3216,52 3196,24333 1,73258468 13 
NB01/33-17 4 5348,12 5310,04 5333,77 5330,64333 2,88957692 2 
NB01/33-18 5 2316,61 2403,86 2384,53 2368,33333 1,28380027 20 
NB01/33-19 6 3397,53 3496,82 3504,22 3466,19 1,87891442 11 
NB01/33-20 7 1935,25 2125,84 2166,55 2075,88 1,12527036 21 
NB01/33-21 8 5923,58 6152,64 6073,74 6049,98667 3,27951069 1 
        
Platte 4 Kontrolle 1 1338,02 1442,29 1423,24 1401,18333   
NB01/33-22 2 2484,22 2511,79 2652,53 2549,51333 1,81954301 12 
NB01/33-23 3 1459,67 1514,6 1498,59 1490,95333 1,06406728 23 
NB01/33-24 4 1450,77 1426,51 1429,82 1435,7 1,02463394 24 
NB01/33-25 5 2242,1 2321,34 2309,26 2290,9 1,6349752 14 
NB01/33-26 6 796,72 839,08 845 826,933333 0,59016783 26 
             
a 
Aus den errechneten Mittelwerten wird mittels Division mit der Absorption des jeweiligen Standards 
(Bahn 1) der Quotient berechnet, welcher ausschlaggebend für die Ranglistenplatzierung ist. 
 
  





Tabelle 9.7: Ranglistenberechnung nach dreifachen densitometrischen Absorptionsmessungen der AK-




Platte/Probe Bahn Fläche #1  Fläche #2 Fläche #3 Mittelwert  Quotient Rang 
 
Platte 1 Kontrolle 1 1372,43 1362,17 1367,45 1367,35   
NB01/33-1 2 2351,44 2220,78 2255,86 2276,02667 1,66455309 19 
NB01/33-2 3 2560,6 2458,65 2509,65 2509,63333 1,83539937 16 
NB01/33-3 4 2226,55 2149,36 2197,58 2191,16333 1,602489 20 
NB01/33-4 5 1569,18 1358,75 1400,62 1442,85 1,05521629 23 
NB01/33-5 6 2813,27 2506,89 2612,44 2644,2 1,93381358 12 
NB01/33-6 7 2785,54 2397,53 2636,21 2606,42667 1,90618837 14 
NB01/33-7 8 2739,9 2604,74 2716,62 2687,08667 1,96517839 10 
        
Platte 2 Kontrolle 1 1319,93 1247,64 1238,83 1268,8   
NB01/33-8 2 2579,25 2636,1 2653,42 2622,92333 2,06724727 8 
NB01/33-9 3 2278,11 2288,08 2261,28 2275,82333 1,79368169 17 
NB01/33-10 4 3296,47 3409,29 3200,49 3302,08333 2,6025247 1 
NB01/33-11 5 1931,75 1925,77 1852,1 1903,20667 1,50000525 22 
NB01/33-12 6 2028,65 1876,66 1892,75 1932,68667 1,52323981 21 
NB01/33-13 7 2960,44 2812,83 2814,56 2862,61 2,25615542 6 
NB01/33-14 8 2230,56 2178,28 2114,45 2174,43 1,71376892 18 
        
Platte 3 Kontrolle 1 1181,6 1157,67 1162,58 1167,28333   
NB01/33-15 2 2133,34 2262,43 2221,48 2205,75 1,88964405 15 
NB01/33-16 3 2677,74 2756,26 2803,35 2745,78333 2,35228522 4 
NB01/33-17 4 3041,45 2996,55 3019,71 3019,23667 2,58654997 2 
NB01/33-18 5 2376,22 2412,6 2335,85 2374,89 2,0345446 9 
NB01/33-19 6 2303,99 2292,06 2268,77 2288,27333 1,96034096 11 
NB01/33-20 7 2456,39 2431,67 2434,96 2441,00667 2,09118609 7 
NB01/33-21 8 2774,33 2797,46 2805,48 2792,42333 2,39224124 3 
        
Platte 4 Kontrolle 1 1503,49 1507,85 1526,32 1512,55333   
NB01/33-22 2 2925,06 2909 2889,31 2907,79 1,922438 13 
NB01/33-23 3 992,04 986,61 1025,86 1001,50333 0,66212762 26 
NB01/33-24 4 1087,92 1173,48 1077,74 1113,04667 0,73587267 24 
NB01/33-25 5 3536,02 3481,79 3478,5 3498,77 2,3131548 5 
NB01/33-26 6 1112,05 1098,26 1118,07 1109,46 0,73350141 25 
             
a 
Aus den errechneten Mittelwerten wird mittels Division mit der Absorption des jeweiligen 

























Vortex Genie 2 Bender & Hobein, Zürich, Schweiz 
Analysenwaage PT 310  Sartorius, Göttingen 
Zentrifuge, mini Spin plus  Eppendorf, Hamburg 
Rotationsverdampfer Laborota 4001 efficient Heidolph, Schwabach 
Ultraschallbad Sonorex Bandelin, Mörfelden-Walldorf 
nanoESI Q-TOF Massenspektrometer Micromass, Manchester, UK 
Linomat IV CAMAG, Bonaduz, Schweiz 
Kolbenhubpipette Eppendorf, Hamburg 
Densitometer CD 60 Desaga, Heidelberg 
Rotations-Vakuum-Konzentrator Alpha RVC Christ, Osterode am Harz 
Homogenisator Polytron® PT 1200 Kinematica AG, Littau, Schweiz, 
 Spitzentyp: PT-DA 1205/2 
  













Dialyseschläuche (cut-off 12.000-14.000 Da) 
  
Medicell International Ltd., London, 
UK 
 
Schraubdeckelröhrchen mit Teflondichtung 
  
Pyrex®, Staffordshire, UK 
 
HPTLC-Platten, Silica Gel 60; 10 cm x 10 




Merck KGaA, Darmstadt 
 
 















GIMP The GIMP Team, Groton, USA 
Excel XP 
MassLynx 
Microsoft Corporation, Redmond, USA 
Waters, Milford, USA 
Adobe Photoshop Adobe Systems, San Jose, CA, USA 
Powerpoint XP Microsoft Corporation, Redmond, USA 
Word XP Microsoft Corporation, Redmond, USA 
  







°C   Grad Celsius 
125
I   radioaktives Iod-Isotop 
µg   Mikrogramm  
µl   Mikroliter 
AK   Antikörper  
AP   alkalische Phosphatase 
BCIP   5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat 
C   Kohlenstoff 
C/M/V   Chloroform/Methanol/Wasser 
ca.   circa 
CaCl2   Calciumchlorid 
CD   engl. cluster of differentiation; Differenzierungsmarker 
Cer   Ceramid 
CID   engl. collision-induced dissociation; Kollisionsfragmentierung 
cm   Zentimeter 
CMF-PBS  engl. Calcium- and Magnesium-Free Phosphate-Buffered Saline 
Da   Dalton 
DC   Dünnschichtchromatographie 
DM Laborjournalcode für Dagmar Mense 
di   Differenz 
E. coli   Escherichia coli 
EHEC   enterohämorrhagische E. coli 
engl.   englisch 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ESI   engl. Electrospray Ionisation 
et al.   lat. et alii; und andere 
etc.   lat. et cetera; und so weiter   
eV   Elektronenvolt 
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GalNAc  N-Acetylgalaktosamin 
Gb3Cer/CD77 Globotriaosylceramid 
Gb4Cer  Globotetraosylceramid 
Glc   engl. Glucose; Glukose 
GlcNAc  N-Acetylglukosamin 
GSL   Glykosphingolipid 
h   Stunde 
H2O   Wasser 
HBMECs engl. Human Brain Microvascular Endothelial Cells; humane, 
mikrovaskuläre Hirnendothelzellen 
HC Hämorrhagische Colitis 
HCl Salzsäure 
HIMECs  engl. Human Intestinal Microvascular Endothelial Cells; humane, 
mikrovaskuläre Endothelzellen des Intestinums 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HPTLC engl. High-Performance Thin-Layer Chromatography; 
Hochleistungsdünnschichtchromatographie 
HUS hämolytisch-urämisches Syndrom 
IgG   Immunglobulin G 
IgM   Immunglobulin M 
IgY   Immunglobulin Y 
IR   Infrarot 
IUPAC  engl. International Union of Pure and Applied Chemistry 
JM Laborjournalcode für Johannes Müthing 
KOH   Kaliumhydroxid 
kg   Kilogramm 
KG   Körpergewicht 
lat.   lateinisch 
LK   Lymphknoten 
m   männlich 
m/z   Masse-zu-Ladungsverhältnis 
mg   Milligramm 
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min   Minute 
ml   Milliliter 
MS   Massenspektrometer 
[M+X]   Molekül + Ladung 
n   Anzahl der Merkmalsausprägungen 
N, N2   Stickstoff 
Na   Natrium 
nanoESI-Q-TOF engl.: nanoelectrospray ionization quadrupole time-of-flight; 
NanoElektrospray-Ionisierungs-Quadrupol-Flugzeit  
NB Laborjournalcode für Nadine Brandt 
ng   Nanogramm 
P2O5   Diphosphorpentoxid 
PBS engl. Phosphate-Buffered Saline 
pPBCEC engl. primary Porcine Brain Capillary Endothelial Cells; primäre 
Hirnkapillarendothelzellen aus Schweinen 
psi engl. pound-force per square inch; Maßeinheit für den Druck 
RB Laborjournalcode für Robert Bonse 
RNS   Ribonukleinsäure 
rs   Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman 
s. Abb.   siehe Abbildung 
s. o.   siehe oben 
s. Tab.   siehe Tabelle 
TLR4   engl. Toll-like receptor 4 
U.S.A.   engl. United States of America; Vereinigte Staaten von Amerika 
UpM   Umdrehungen pro Minute 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
vgl.   vergleiche 
w   weiblich 
WWU   Westfälische Wilhelms-Universität 
z. B.   zum Beispiel 
 
